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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Equine Herpesviren
1.1.1 Erreger

Beim Pferd haben die equinen Herpesviren Typ 1 und Typ 4 eine grole Bedeutung, da sie
klinisch relevante Erkrankungen verursachen. Sie sind in erster Linie verantwortlich fiir
Stutenaborte sowie respiratorische und neurologische Erkrankungen (Allen und Bryans 1986).
EHV-1 und EHV-4 sind Vertreter der equinen Alphaherpesviren und werden der Familie der
Herpesviridae zugeordnet. Thre Morphologie gleicht dem der anderen Herpesviren und ist
gekennzeichnet durch eine lineare doppelstringige DNA von 124-235 Kilobasenpaaren im
Innenkorper (Core), umgeben von einem ikosaedrischen Kapsid mit einem Durchmesser von
120 bis 300 nm. Die duBBere Hiille enthidlt eingebaute Glykoproteine, die einerseits flir die
Virusreplikation wichtig sind und andererseits zur Ausbildung einer Immunitit beitragen. Alle
Herpesviren vermehren sich im Kern der infizierten Wirtszelle und fithren bei der Produktion
von infektiosem Virus zur Zerstorung der Wirtszelle. Die Eigenschaft die Wirtszelle latent zu
infizieren, ist allen Herpesviren gemeinsam. Als Latenz wird der Zustand einer reversiblen,
nichtproduktiven Infektion einer Zelle durch ein replikationskompetentes Virus bezeichnet
(Garcia-Blanco und Cullen 1991). Die Latenz kann lebenslang im infizierten Wirt bestehen
bleiben (Edington et al. 1985; Roizmann und Sears 1987; Welch et al. 1992). Wihrend der
Latenzphase ruht das virale Genom in Form eines Episoms und reguliert diesen Zustand
vermutlich durch die Produktion von Latenz-assoziierten Transkripten (LAT). Endo- und
exogene Stressoren, die eine Immunsuppression des Wirtes hervorrufen sowie eine
experimentelle Verabreichung von Kortikosteroiden konnen eine Reaktivierung des Virus
jederzeit ermoglichen und zu einer Virusausscheidung fiihren (Edington et al. 1985;
Gibson et al. 1992).

Die Einteilung in zwei Virusarten EHV-1 und EHV-4 erfolgte nach Einfiihrung
molekularbiologischer Methoden in den 80er Jahren (Sabine et al. 1981; Studdert et al. 1981;
Turtinen und Allen 1982) und wurde 1988 durch das ,,International Commitee for Taxonomy
of Viruses* anerkannt. In den 90er Jahren wurden die Gensequenzen fiir beide Virusarten
durch Telford et al. (1992; 1998) veroffentlicht. Sequenzanalysen zeigten eine Homologie von
EHV-1 und EHV-4 zwischen 65% und 85% in der Nukleotidsequenz von konservierten
Genen (Riggio et al. 1989; Telford et al. 1992). Diese enge Verwandtschaft fiihrt einerseits zu

serologischen Kreuzreaktionen der hauptimmunogenen Komponenten und andererseits zu
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Einleitung

dhnlichen Krankheitskomplexen, wodurch die Zuordnung der einzelnen Viren zu den

Symptomenkomplexen schwer moglich ist (Studdert 1983; Thein et al. 1987).

1.1.2 Epidemiologie

Die Infektionen mit dem EHV-1 und EHV-4 sind beim Pferd weltweit verbreitet und kommen
vorwiegend in enzootischer Form vor. Die meisten Tiere infizieren sich schon wihrend des
ersten Lebensjahres. Es wird vermutet, dass bis zu 80% der Pferde weltweit latent mit EHV-1
oder EHV-4 infiziert sind (Borchers et al. 2006). Die wichtigste Art der Virusiibertragung ist
die intranasale Tropfcheninfektion durch Aufnahme von virushaltigen Sekreten der
Atemwege. Die Ubertragung durch Aerosole hingt von der Infektidsitit des Virus, den
Klimabedingungen, der Viruskonzentration in der Luft (Weidehaltung, geschlossene Stille)
und dem Abstand zwischen den Tieren (van Maanen 2002) ab. Latent infizierte Pferde stellen
das Virusreservoir dar. Als Latenzorgane konnten fiir das EHV-1 das Trigeminalganglion,
periphere Lymphknoten und die Nasenschleimhaut nachgewiesen werden, wiahrend EHV-4
zusitzlich zum Ganglion wahrscheinlich auch in Bronchial- und Alveolarepithel latent ist
(Welch et al. 1992; Slater et al. 1994; Baxi et al. 1995; Borchers et al. 1997; 1998; 1999).
Zwischen November und Mai kommt es zu einem gehduften Auftreten von EHV-1 bedingten
Aborten und respiratorischen Erkrankungen bei Fohlen durch eine EHV-4 Infektion (Borchers
et al. 2006). In dieser Zeit kann es durch Reaktivierung oder Neuinfektion mit EHV-1 oder
EHV-4, meist im Zusammenhang mit Stresssituationen, auch zum Ausbruch neurologischer
Erkrankungen kommen (Meyer et al. 1987; Thein und Brown 1988; Thein etal. 1993;
Benetka et al. 2002).

1.1.3 Pathogenese

Nach der Aufnahme des Virus kommt es bereits zu einer Vermehrung in den Zellen der
Nasenschleimhaut. Anschliefend breitet sich das Virus virdmisch im Blut aus. Fiir die
zellassoziierte Virdmie benutzt EHV-1 Monozyten und Lymphozyten als Transportvehikel
(Thein und Brown 1988; Smith et al. 1992; 1993) und gelangt auf diesem Wege in den Uterus
sowie in das ZNS (Welch et al. 1992; Allen et al. 1999). Die Virdmie endet meist nach ca. 10
Tagen.

Spitaborte bei der Stute konnen ursdchlich nach Erstinfektion mit EHV-1 oder infolge

Reaktivierung von latentem Virus auftreten (Allen et al. 1999). Fiir das Zustandekommen
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eines Abortes gibt es zwei Theorien. Einerseits kann es im trdchtigen Uterus durch den
Endotheltropismus von EHV-1 zur Anlagerung von Immunkomplexen und Phagozyten an
infizierte Endothelzellen kommen und die Thrombosierung von Gefaflen im Endometrium zur
Folge haben (Thein 2005). Damit verbunden tritt eine ischdmische Degeneration des
Uterusgewebes ein, gefolgt von einer Unterversorgung des fetalen Anteils der Plazenta
(Abb. 1) und dem Abort einer nicht infizierten Frucht (Smith et al. 1992). Smith und Borchers
(2001) konnten durch In-situ-Hybridisierung die EHV-1-DNA im Gefdllendothel des
Endometriums und in den Uterindriisen nachweisen.

Andererseits kommt es zu einem Abort, indem die Frucht mit dem EHV-1 infiziert wird.
Hierfiir stellten Smith et al. (1997) zwei Moglichkeiten der fetalen Infektion vor. Durch die
Schwichung des Immunsystems kann das Virus sich ungehindert im Organismus ausbreiten
und im Falle einer Trichtigkeit die Plazentaschranke iiber die Nabelvene liberwinden und die
Frucht infizieren (Abb. 1). Des Weiteren besteht die Moglichkeit, dass virushaltige
Amnionfliissigkeit durch die Frucht inhaliert und iiber die Lunge aufgenommen wird. Je nach
Viruslast kommt es zum Absterben der Frucht, gefolgt vom Abort oder zur Geburt eines

lebensschwachen Fohlens, das dann bereits Virustriager ist.

Endothelinfektion

1. Ischamie

P

Unterversorgung der
fetalen Plazenta

infizierte Frucht

L, S
2. Immunsystem | . ﬂ
L

Uberwindung g 7/
# Herpesvirus Plazentaschranke

Abbildung 1: Pathogenese Abort bei Erstinfektion

Theorie 1: Infektion der Endothelzellen des Endometriums mit EHV-1 und Ablagerung
von Immunkomplexen. Es bilden sich Thrombosen in den Gefdflen des Endometriums.
Die Frucht stirbt durch die ischdmische Degeneration des Uterusgewebes.

Theorie 2: Durch ein geschwichtes Immunsystem gelangt EHV-1 iiber die Nabelvene
in die Frucht. Die Frucht stirbt oder wird lebensschwach als Virustriger geboren.

13



Einleitung

Bei der neurologischen Verlaufsform (Parese-Paralyse-Syndrom) handelt es sich um ein
Problem des Riickenmarkes, resultierend aus einer Vaskulitis im Neuroparenchym.

Borchers et al. (2006) stellten folgende Hypothese fiir die Pathogenese der EHV assoziierten
neurologischen Erkrankung auf: Der Nachweis von EHV-1 Antigen im Gefdflendothel von
Arterien und Venen des ZNS steht im Zusammenhang mit einer immunvermittelten Vaskulitis
und sekunddren ischdmischen Degeneration des Neuroparenchyms (Abb. 2). Beim
Stutenabort zeigten sich dhnliche Verdnderungen der Gefdfle im Uterus (Edington et al. 1991;
Thein 1996; Allen et al. 1999; Smith et al. 1992, 1993, 1996, 2003; Smith und Borchers
2001). Es wird vermutet, dass Infektion, Reinfektion oder Reaktivierung mit EHV-1 und/oder
EHV-4 die Bildung von zirkulierenden Immunkomplexen induzieren. Die Detektion solcher
Immunkomplexe korreliert jedoch nicht mit der Hohe der Antikorpertiter oder dem Auftreten
neurologischer Erkrankungen, sondern mit zunehmendem Alter der Tiere und der Anzahl der
Impfungen (Borchers et al. 2006). Horohov et al. (2002) konnten zeigen, dass dltere Pferde
(> 20 Jahre) im Vergleich zu jlingeren eine geringere mitogene Stimulierbarkeit der PBMCs
in vitro aufwiesen, die mit einer verminderten Produktion von Interleukin-2 und hoherem
Plasmakortisol-Spiegel einherging. Sie stellten die Hypothese auf, dass die verminderte
Funktion des Immunsystems bei &lteren Tieren wahrscheinlich unter dem Einfluss eines
hoheren Plasmakortisol-Spiegels steht. Kortikosteroide unterdriicken die Produktion von
Interleukin-2 und anderen Zytokinen (Baus et al. 1996).

Eine andere Hypothese beschreibt eine direkte Schiadigung der infizierten Endothelzellen
durch zytotoxische Lymphozyten (Hannant 1993, Allen et al. 1999).

Neuere Untersuchungen geben Anlass zu der Annahme, dass einige EHV-1 Stimme eine
Neuropathogenitiit besitzen, die auf einer Punktmutation in dem viralen DNA-Polymerasegen
beruht (Allen et al. 2006, Nugent et al. 2006). Eine Infektion mit diesem mutierten EHV-1
Stamm steht vermutlich in Verbindung mit einer verstirkten Replikation des Virus.
Allen et al. (2006) konnten in einem kontrollierten EHV-1 Infektionsversuch beim Pferd
feststellen, dass eine Infektion mit neurotropen Viren im Vergleich zu abortogenen Stimmen
ohne die genannte Mutation zu einem hoheren Anstieg einer PBMC-assoziierten Virdmie
fithrte, die bis zu 20 Tagen mittels ,,Real-Time* PCR nachweisbar war. Aus der lingeren
Virdmiephase und der erhohten Replikationsrate resultiert eine hohere Viruslast
(Nugent et al. 2001; Allen 2006; Allen und Breathnach 2006). Zur Ausprdgung von
neurologischen Symptomen kam es nur in der Probandengruppe, die mit dem neurotropen

Virus infiziert wurde. Dieses Studienergebnis ldsst vermuten, dass es einen Zusammenhang
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zwischen der Ausprigung der Virdmie und der Entstehung von EHV-1 bedingten

neurologischen Symptomen gibt (Allen et al. 2006).

Riickenmark

Vaskulitis und
Thrombose

Q(

Immunkomplex-

bl g Pl
ablagerung in SN
é /)‘ den GefaRen ZiR

g Blutungen im Rickenmark

# Herpesvirus

\< Antikérper

Abbildung 2: Pathogenese Parese-Paralyse-Syndrom

Hypothese: Endotheltropismus von EHV-1 im ZNS fiihrt zur immunvermittelten
Vaskulitis und sekundéren ischdmischen Degeneration des Neuroparenchyms. Die
klinischen Symptome sind abhéngig vom Ausmal der Vaskulitis im Riickenmark.

1.1.4 Klinische Erscheinungsbilder

Akute respiratorische Erkrankungen werden vorwiegend durch EHV-4 verursacht
(Crabb und Studdert 1995) und entstehen vor allem bei Saugfohlen, Absetzern und Jahrlingen
nach Erstinfektion. Die Inkubationszeit betrdgt meist nur 2 bis 3 Tage. In der Regel betrifft
die Infektion nur den oberen Respirationstrakt. Die Symptome, wie Fieber, geschwollene
Lymphknoten, Inappetenz, Mattigkeit und ein serdser, spiater mukopurulenter Nasenausfluss
(Studdert 1974) klingen innerhalb von 1 bis 2 Wochen wieder ab.

EHV-1 spielt weltweit eine entscheidende Rolle bei der Ursache von Aborten. Der
Virusabort durch EHV-1 macht einen Anteil von 10 % aller Abortursachen in der deutschen
Vollblutpopulation aus (Petzoldt et al. 1987) und ist zu 40 % Ursache aller infektiosen Aborte
(van Maanen 2002). EHV-4 bedingte Aborte sind eher selten und treten sporadisch auf
(Allen et al. 1983; Whitwell und Blunden 1992).

Die Inkubationszeit nach Erstinfektion variiert zwischen 9 Tagen und 3 Monaten

(Mumford et al. 1987). Durch natiirliche Infektion ereignet sich der Abbruch der Tréichtigkeit
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im letzten Drittel, zwischen dem 7. und 11. Monat (Doll und Bryans 1963). Die Infektion
einer tragenden Stute verlduft meist ohne klinische Symptome, in seltenen Féillen treten
GliedmaBBenddeme und Anorexie auf. Die Frucht wird komplikationslos und spontan
abortiert. Frucht, Fruchtwasser und Fruchthiillen enthalten den Erreger in hohen
Konzentrationen (Carrigan et al. 1991) und begiinstigen eine seuchenhafte Ausbreitung,
besonders in einem ungeimpften Bestand (Chowdhury et al. 1986). Bei einer sehr spiten
Infektion in der Trachtigkeit konnen lebensschwache Fohlen zur Welt gebracht werden, die
aber meist innerhalb weniger Tage versterben (Murray et al. 1998; Perkins et al. 1999).

Die klinischen Symptome einer neurologischen Erkrankung werden nicht direkt durch die
Virusinfektion von Neuronen verursacht, sondern durch eine Vaskulitis im Neuroparenchym
(Jackson et al. 1977; Allen und Bryans 1986; Edington et al. 1986; Thein 1996).

Betroffen sind Pferde jeden Alters, insbesondere jedoch adulte, tragende Stuten und Stuten
mit neugeborenen Fohlen (Guo et al. 1990; McCartan et al. 1995; Goehring und
Oldruitenborgh-Oosterbaan 2001). Die Inkubationszeit bei natiirlich und experimentell
infizierten Tieren liegt bei 6-8 Tagen (Crabb und Studdert 1995). Die klinischen Symptome
konnen sich von einer milden Ataxie bis hin zum Festliegen mit Paralyse in den Vorder- und
Hintergliedmallen &uBern. Zusétzlich kann eine Schweif-, Anus- und Blasenlihmung mit
Inkontinenz auftreten (Chowdhury et al. 1986; Ludwig et al. 1987; 1988). Die Schwere der
Erkrankung hiangt ab vom Ausmal} der neurodegenerativen Schidigung. Moglich sind milde
Verlaufsformen bis hin zu perakuten Todesfdllen (Thein et al. 1993). Festliegende Tiere
miissen meist aufgrund von Sekundédrkomplikationen euthanasiert werden (Goehring und
Oldruitenborgh-Oosterbaan 2001). In den letzten Jahren wurde zunehmend iiber Ausbriiche
der neurologischen Erkrankung natiirlich infizierter Pferde berichtet (Friday et al. 2000;
Goehring et al. 2006; Cardwell et al. 2003; van Maanen et al. 2001; Stierstorfer et al. 2002),
die vermutlich auf liickenhaft gewordene Impf- und ManagementmaBBnahmen zuriick

zufiihren sind (Rosas et al. 2006).

1.1.5 Prophylaxe

Im Rahmen der Prophylaxe wird den Impfungen gegen EHV-1 und EHV-4 sowie
ManagementmalBBnahmen innerhalb eines (Zucht-) Bestandes eine besondere Rolle
zugesprochen. Als Impfstoffe stehen heute in Deutschland monovalente und polyvalente
Impfstoffe mit dem EHV-1 und EHV-4 Antigen zur Verfiigung. Dabei wird zwischen
attenuiertem Lebendimpfstoff gegen EHV-1 (Prevaccinol®) und inaktiviertem Totimpfstoff
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gegen EHV-1 und EHV-4 (Duvaxyn®) bzw. kombiniertem Totimpfstoff gegen EHV-1/-4 und
Influenza (Resequin® NN plus) unterschieden.

Die Protektivitit von AntikOrpern ist bis heute nicht gekldrt. Die nach einer natiirlichen
Infektion gebildeten Antikorper bieten keine dauerhaft schiitzende Immunitdt (Doll et al.
1955; 1961; Doll und Bryans 1963). Die Hohe des Antikorpertiters korreliert nicht mit Schutz
vor einer Infektion (Hannant et al. 1993; Dolby et al. 1995). Der Impfstoff vermindert jedoch
die Auspriagung der klinischen Symptomatik und verringert die Virusausscheidung
(Steinhagen 1986; Burki et al. 1990; Wood 1992; Hannant et al. 1993; van Maanen 2002).
Heldens et al. (2001) zeigten in einem Infektionsversuch mit Fohlen und tragenden Stuten,
dass die Virusausscheidung und die klinische Symptomatik sowie das Auftreten von Aborten
durch die Vakzinierung mit Duvaxyn® EHV | 4 nach experimenteller Infektion mit EHV-1 und
EHV-4 reduziert wurden. Obwohl die vakzinierten Stuten auch nach der dritten Impfung
keine Serokonversion zeigten, fohlten 4 von 5 Stuten erfolgreich. Dies ist ein Hinweis darauf,
dass die zelluldre Immunitit eine entscheidende Rolle beim Schutz vor der diaplazentaren
Infektion hat (Heldens et al. 2001).

Die serologischen Untersuchungsmethoden erfassen die zellulire Immunantwort nicht, diese
spielt aber vermutlich bei equinen Herpesvirusinfektionen eine grofe Rolle (Allen et al. 1992;
Ostlund et al. 1992). Demzufolge sollte bei der Betrachtung des Impferfolges auch die
Untersuchung der zelluldren Immunantwort berticksichtigt werden.

Aus Infektionsversuchen mit EHV-1 ist bekannt, dass die zytotoxischen T-Zellen und die
Anzahl der inaktiven T-Zellen eine entscheidende Bedeutung fiir eine verminderte
Auspriagung der Virdmie und klinischen Symptomatik, wie z.B. Fieber, Nasenausfluss und
Aborte haben (O'Neill et al. 1999; Kydd et al. 2003).

In einem anderen EHV-1 Infektionsversuch korrelierte eine hohe Anzahl an EHV-1
spezifischen zytotoxischen T-Zellen mit dem Schutz vor Aborten (Kydd et al. 2003). Hierfiir
wurden bei tragenden Stuten EHV-1 spezifische zytotoxische T-Zellen iiber den
Chromfreisetzungstest vor und nach experimenteller Infektion detektiert. Stuten mit einer
hohen Anzahl an EHV-1 spezifischen zytotoxischen T-Zellen fohlten erfolgreicher. Die
lytische Eigenschaft der zytotoxischen T-Zellen fiihrt vermutlich zu einer Reduktion der zell-
assoziierten Viramie, vermindert dadurch die Besiedelung im Uterus und damit das Auftreten
von Aborten (Kydd et al. 2003). In einer Gruppe mit 5 Stuten, die zuvor mit einer
inaktivierten EHV-Vakzine geimpft wurden, fohlten 4 Stuten nach der Infektion mit EHV-1
erfolgreich, wihrend alle ungeimpften Kontroll-Stuten abortierten. Bisher gibt es keine

genauen Aussagen, dass inaktivierte Vakzinen die zytotoxische T-Zellantwort stimulieren,
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jedoch konnen sie das Abortrisiko nach Infektion mit dem equinen Herpesvirus vermindern
(Kydd et al. 2003).

Einen Ansatz zur Stimulierung der zellvermittelten Immunantwort durch Vakzination bietet
die Studie von Paillot et al. (2006). Hier wurde in einem EHV-1 Infektionsversuch die
zytotoxische T-Zellantwort und IFN-y Produktion vor und nach Vakzination mittels
Chromfreisetzungstest und indirektem Immunfluoreszenztest gemessen. Als rekombinante
Vakzine wurde ein Genprodukt, basierend auf Vaccinia-Virus (NYVAC), verwendet, welches
das EHV-1 Gen 64 exprimiert. Dieses ,,immediate early gen* wird als erstes bei dem viralen
Replikationszyklus exprimiert (Gray et al. 1987) und kann die zellvermittelte Immunitét
stimulieren. Eine viermalige Vakzination im Abstand von 3 Wochen fiihrte zu einer erhdhten
zellvermittelten Immunitdt, die jedoch alleine gesehen nicht vor den Folgen einer
experimentellen Infektion schiitzte. Die Bildung von virusneutralisierenden Antikorpern
wurde durch diese Art der Vakzinierung nicht induziert (Paillot et al. 2006).

Die Anwendung eines unspezifischen Immunmodulators (Zylexis®) hat sich im
Zusammenhang mit der Prophylaxe und Behandlung von Infektionen und stressinduzierten
Erkrankungen, insbesondere mit ,,Crowding-assozierten® Krankheiten, bereits bei einigen
Tierarten bewihrt (Ziebell et al. 1997). Beim Pferd konnte bei Infektion mit dem equinen
Herpesvirus eine Reduktion der klinischen Symptomatik erzielt werden (Donecker und
Holland 2005). Die Anwendung von Zylexis” (Pfizer GmbH) bei neugeborenen Fohlen (24
bis 48 Stunden nach der Geburt) verringert die Inzidenz von neonatalen Infektionskrankheiten

(Bottcher 1994).

1.1.6 Diagnostik einer EHV-1/-4 Infektion

Eine Infektion mit dem equinen Herpesvirus kann einerseits durch einen direkten
Virusnachweis aus Gewebe, Sekreten und ,,Buffy Coat’s* (Leukozyten und Thrombozyten)
erfolgen und andererseits indirekt iiber den Nachweis von virusneutralisierenden Antikdrpern
im Blut.

Durch Verwendung spezifischer ELISA-Tests konnen typ-spezifische Antikorper gegen die
Glykoproteine (gD und gG), die in der Virushiille lokalisiert sind, detektiert und quantifiziert
werden (Foote et al. 2002). Crabb und Studdert (1995) entwickelten einen gG typ-
spezifischen ELISA-Test, der zwischen Antikorpern gegen EHV-1 und EHV-4 differenzieren

konnte. Fiir die paretisch-paralytische Verlaufsform ist ein hoher Antikorperanstieg innerhalb
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einer sehr kurzen Zeit (ca. 3 bis 7 Tage) typisch (van Maanen et al. 2001;
Studdert et al. 2003).

Der direkte Nachweis von Virusantigen kann durch Virusisolierung und Virusanzucht in
Zellkulturen erfolgen. Wesentlich schneller und sensitiver ist der Nachweis von EHV-1/-4
DNA durch die Polymerasekettenreaktion (PCR). Virus-DNA von EHV-1/-4 kann mittels
PCR in Gewebeproben, in den ,Buffy Coat’s® wihrend der zellassoziierten Virdmie, in
Nasen- und Augentupferproben sowie Bronchialsekretproben nachgewiesen werden
(Wilson 1997; Donaldson und Sweeney 1997; Borchers et al. 1999). Eine der modernsten
Methoden ist der Nachweis von Virus-DNA mittels ,,Real-Time* PCR. Elia et al. (2006)
entwickelten eine ,,Real-Time*“ PCR zur Detektion und Quantifizierung von EHV-1 in
equinen Gewebeproben von abortierten Feten. Die Sensitivitit dieser Methode war deutlich
hoher, als bei einer etablierten nested PCR.

Die ,Real-Time*“ PCR ist technisch anspruchsvoll und sehr kostenaufwendig in der

Durchfiihrung. Daher wird sie in der Regel nur von spezialisierten Laboren angewandt.

1.2 Immunologie
1.2.1 Grundlagen der Immunantwort

Die Abwehrmechanismen des Organismus gegen Krankheitserreger konnen in eine
unspezifische (angeborene) und spezifische (erworbene) Immunreaktion eingeteilt werden,
wobei beide Formen untrennbar miteinander verbunden sind und auf der Reaktion von weillen
Blutzellen basieren. Die Immunantwort wird in eine zellulire und humorale Abwehr
eingeteilt. Fiir eine funktionierende Immunabwehr ist eine bestimmte Menge an Granulozyten
und Monozyten (unspezifische Abwehr) sowie T- und B-Lymphozyten (spezifische Abwehr)
notwendig. Lymphozyten werden anhand ihrer Oberflicheneigenschaften (CD = ,,Cluster of
Differentiation) in verschiedene Subpopulationen eingeteilt. Die Bekdmpfung von
intrazelluldren Erregern erfolgt vorrangig durch T-Lymphozyten. Antigenprésentierende
Zellen (z.B. Dendritische Zellen, Makrophagen) interagieren mit den T-Lymphozyten {iber
Haupthistokompatibilitidts-Molekiile (MHC) der Klasse 1 oder II. Die T-Helferzellen (Th)
besitzen auf ihrer Oberfliche CD4-Molekiile (Costimulatoren), die sich spezifisch an die
MHC Klasse II Molekiile binden. Die zytotoxischen T-Zellen (Tc) binden spezifisch an MHC
Klasse I Molekiile durch CD8-Oberflaichenmolekiile. T-Helferzellen (Th) sind in den

lymphatischen Organen beteiligt an der Verstirkung der antiviralen Aktivitit und
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Antikorperantwort durch Proliferation und Differenzierung der CDS8'-Zellen zu den
zytotoxischen T-Zellen (Tc) sowie der B-Zellen zu Plasmazellen. Th1-Zellen sind beteiligt an
der Makrophagenaktivierung und Hypersensitivitdtsreaktion. Th2-Zellen stimulieren die
B-Zellproliferation und Immunglobulin (IgG) Sekretion. Zytotoxische T-Zellen (Tc) fiihren
zur Zerstdrung von virusinfizierten oder entarteten Zellen durch Perforine und Gramzym oder
durch Einleitung der Apoptose. Das Beendigen der Aktivitit anderer Immunzellen erfolgt
durch die T-Suppressorzellen (Ts). Ts-Zellen besitzen auf ihrer Membran das CD8-Molekiil.
Die Produktion spezifischer Antikorper (Immunglobuline) erfolgt durch die Differenzierung
der aktivierten B-Zellen zu Plasmazellen. Antikdrper konnen virusneutralisierend wirken,
aktivieren das Komplementsystem oder bewirken mit Hilfe der Natiirlichen Killerzellen (NK)
eine antikOrperabhédngige zellvermittelte Zytotoxizitit. Es werden 5 verschiedene Klassen
(Isotypen) von Immunglobulinen unterschieden. Die Isotypen kommen in verschiedenen
Kompartimenten des Korpers vor und haben unterschiedliche Aufgaben. Folgende 3
Antikorperklassen werden von den B-Zell-Rezeptoren in die umgebende Korperfliissigkeit
sezerniert: Immunglobulin M (IgM) in der frithen Phase einer Infektion, Immunglobulin G
(IgG) als Hauptimmunglobulin, das sich an Antigen und Toxine im Blut und extravaskulér
bindet und Immunglobulin A (IgA) in seromukdsen Exkreten als Oberfldchenschutz.
Immunglobulin D (IgD) befindet sich membranstindig als B-Zell-Rezeptor auf reifen, naiven
B-Zellen und liegt nur in geringen Mengen in sezernierter Form in Blut und Lymphen vor.
Immunglobulin E (IgE) ist ebenfalls nur in geringen Konzentrationen im Blut und
membranstindig auf Mastzellen und basophilen Granulozyten vorhanden. IgE ist bei der
Abwehr von Parasiten beteiligt und verantwortlich fiir Typl Hypersensitivititsreaktionen
(Tizard 2004).

Die Interaktion und Regulation der Immunantwort erfolgt durch die Sekretion zellspezifischer

Botenstoffe, den so genannten Zytokinen.

1.2.2 Zytokine

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Messung von Zytokinexpressionen als Parameter der
zelluldren und humoralen Immunantwort. Die hier ausgewdéhlten Zytokine, Interferon-y,
Interleukin-2, -4 und -10 beeinflussen einerseits die zytotoxische T-Zellantwort und
andererseits die Bildung von Antikdrpern.

Zytokine sind Proteine, die von verschiedenen aktivierten Zellen des Immunsystems

produziert werden. Jedes Zytokin verfiigt liber ein Spektrum von Funktionen und reguliert
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viele biologische Prozesse, wie Zellwachstum, Zellaktivierung, Typ der Immunantwort und
Gewebereparatur (Roitt et al. 2001).
Die Kommunikation der Zellen untereinander zur Regulation der Immunantwort ist in der

Abbildung 3 schematisch mit der Auswahl einiger weniger Zytokine wiedergegeben.
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Abbildung 3: Schema der Zellregulation durch ausgewéhlte Zytokine

Zu den Zytokinen, die von den Th1-Zellen gebildet werden, zéhlen u.a. das Interleukin-2 und
das Interferon-y.

Interleukin-2 spielt eine wichtige regulatorische Rolle bei der Immunantwort und ist vor
allem an der zellvermittelten Immunreaktion beteiligt (Smith 1984). Die Funktion besteht
hauptsdchlich in der Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen durch die Sekretion von
Th1-Zellen und NK.

Interferone (IFN) sind antivirale Zytokine, die als Antwort auf eine Virusinfektion oder
Immunstimulation gebildet werden (Tizard 2004). Sie werden von virusinfizierten Zellen, NK
und T-Lymphozyten gebildet. Man unterscheidet zwei Gruppen der Interferone. Zu den
Typ I-Interferonen gehoren Interferon-o und Interferon-B. Diese Typ I-Interferone
unterbrechen die Virusreplikation durch Induktion zelluldrer Enzyme (Slater und Hannant
2000). Bei Interferon-y handelt es sich um ein Typ II-Interferon. Die IFN-y Produktion erfolgt
durch aktivierte T-Lymphozyten (Th1) und NK (Degliantoni et al. 1985; Farrar und Schreiber
1993). IFN-y induziert die Expression von MHC I und MHC II Molekiilen auf der
Zelloberflache, fordert die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen (Chen et al.
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1987) und stimuliert die Synthese von Interleukin-1 und -2 (Pesteka et al. 1987; Nash 1996).
Die Wirkung von IFN-y besteht im Wesentlichen in der Modulation der Immunantwort durch
Hemmung der Proliferation von Th2-Zellen und der Unterdriickung der Zytokinproduktion
von Th2-Zellen (z.B. IL-10). Diese immunregulatorische FEigenschaft bewirkt eine
Verstiarkung der zellvermittelten Immunantwort. Die Produktion von IFN- y durch Th1-Zellen
und NK wird umgekehrt durch eine hohe Interleukin-10 Konzentration verhindert und somit
die humorale Immunantwort verstérkt (Farrar und Schreiber 1993).

Zu den Zytokinen, die von den Th2-Zellen gebildet werden, zdhlen unter anderem das
Interleukin-4 und das Interleukin-10.

Das Interleukin-4 wird von aktivierten Th2-Zellen und Mastzellen gebildet (Mosmann et al.
1986; Brown et al. 1987) und induziert die humorale Immunantwort. Es fiihrt zur Aktivierung
der B-Zellen und beeinflusst das Wachstum von T-Zellen, Makrophagen und Mastzellen
(Hu-Li et al. 1987; Brown et al. 1988; McIlnnes und Rennick 1988). Vorlduferzellen der
zytotoxischen T-Zellen werden durch IL-4 zur Proliferation angeregt und in aktive Tc-Zellen
differenziert (Widmer und Grabstein 1987). Das Wachstum der Makrophagen wird durch
IL-4 gehemmt, jedoch die Expression von MHC II Molekiilen auf der
Makrophagenoberfliche induziert (Crawford et al. 1987; Mclnnes und Rennick 1988; Stuart
et al. 1988). Die Wirkung von Interleukin-4 wird durch Interferon-y neutralisiert.
Interleukin-10 wird als inhibitorisches Zytokin bezeichnet (Chung and Barnes 1999) und
hauptsidchlich von Th2-Zellen sowie von aktivierten Makrophagen produziert. Es wirkt
immunsuppressiv durch Hemmung der Monozyten- und Makrophagenfunktion, indem es die
Synthese von proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-1 und IL-6 vermindert.

Durch Reduzierung der MHC II Molekiile auf der Oberfliche von antigenpridsentierenden
Zellen wird die T-Zellproliferation unterdriickt. IL-10 kann die Thl-Immunantwort

vermindern und damit die Synthese von Zytokinen aus Th1-Zellen (Haig und Fleming 1999).

1.2.3 Immunantwort / -pathogenese bei Virusinfektion mit dem EHV-1/-4

Fiir die Immunabwehr spielen das respiratorische Epithel der Nase, das respirationstrakt-
assoziierte lymphatische Gewebe und das Endothel des Endometriums eine wichtige Rolle
(Allen et al. 1999). Eine lokale Abwehr erfolgt meist schon an der Eintrittspforte in der
Nasenschleimhaut durch Immunglobulin A (IgA) und Immunglobulin G (IgG)

(Allen et al. 1999). Hierbei werden die Immunglobuline aus dem Serum unter
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Energieverbrauch durch die Epithelzellen hindurch befoérdert und auf der luminalen Seite
sezerniert (Tizard 2004).

Bisher ist noch relativ wenig bekannt {iber die Bedeutung der zelluldiren Immunmechanismen,
insbesondere bei Ausbruch der EHV-1 bedingten neurologischen Erkrankung. Die
zytotoxischen T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Eliminierung von virusinfizierten
Zellen und bei der Terminierung der Virdmie (Allen et al. 1999; Slater und Hannant 2000;
Kydd et al. 2006). Aus Pferdeblut isolierte zytotoxische T-Zellen, nach experimenteller
Infektion der Pferde, téten EHV-1 infizierte Zellen in Zellkulturen (in vitro) bereits nach
2 Stunden ab und erreichen ihre maximale Sensitivitit nach 6 Stunden (Allen et al. 1999). Fiir
die Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen ist die Antigenprisentation iiber MHC I Molekiile
an der Zelloberfliche ausschlaggebend (Allen et al. 1995; Soboll et al. 2003; Kydd et al.
2006). Die meisten virusspezifischen zytotoxischen T-Zellen sind klassische CD8" MHC 1
restringierte T-Zellen (Allen et al. 1999). Eine Infektion mit EHV-1 fiihrt zur Bildung von
nicht-zytotoxischen Geddchtniszellen, die iiber mehrere Monate im Blut nachweisbar sind und
wieder zu zytotoxischen Effektorzellen reaktiviert werden konnen (Allen et al. 1999).

Jiingere Ponys mit geringem oder keinem Kontakt zu EHV-1 zeigten in einer Studie eine
niedrige Anzahl an EHV-1 spezifischen zytotoxischen T-Zellen (ONeill et al. 1999). Nach
experimenteller Infektion entwickelten sie klinische Symptome sowie nasale
Virusausscheidung und eine zellassoziierte Virdmie. Im Gegensatz dazu zeigten Ponys, die
zuvor durch mehrere Infektionsversuche bereits Kontakt zu EHV-1 hatten, eine hoéhere
Anzahl an EHV-1 spezifischen zytotoxischen T-Zellen vor experimenteller Infektion und
entwickelten danach keine klinischen Symptome, Virusausscheidung und Virdmie. Diese
Studie zeigt, dass es eine Verbindung gibt zwischen der Anzahl an EHV-1 spezifischen
zytotoxischen T-Zellen im Blut vor Infektion und dem Auftreten von klinischen Anzeichen
(O'Neill et al. 1999). Durch Infektionsversuche mit EHV-1 und EHV-4 bei Méusen konnte
gezeigt werden, dass der zellvermittelten Immunitdt eine groBere Protektivitit zugesprochen
wird als den Antikorpern (Azmi und Field 1993). Hierfiir wurden Méuse intranasal mit
EHV-1 und EHV-4 (lebend und hitzeinaktiviert) infiziert und nach 4 Wochen mit EHV-1
reinfiziert. Die Detektion der CD4 - und CD8"-Zellen erfolgte iiber monoklonale Antikérper.
EHV-4 erwies sich als apathogen in Labormédusen, fiihrte aber zu einer Kreuzreaktivitit mit
EHV-1. Dariiber hinaus erhielten Empfangermiuse aus der Milz préparierte Immunzellen,
insbesondere T-Zellen, wobei die Anzahl an transferierten Immunzellen mit der Protektivitit

gegeniiber experimenteller Infektion mit EHV-1 korrelierte (Azmi und Field 1993).
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1.2.4 Immunantwort auf Impfungen

Impfstoffe sind Arzneimittel, die Antigene (vermehrungsfdhige, avirulente bzw. schwach
virulente Erreger, inaktivierte Erreger, immunisierende Antigene oder Toxoide) enthalten und
dazu bestimmt sind, beim Tier zur Erzeugung spezifischer Abwehr- und Schutzstoffe
angewendet zu werden (Mayr 2003). Man unterscheidet eine aktive und passive
Immunisierung. Bei der aktiven Immunisierung werden derzeit 8 Gruppen von Impfstoffen
unterschieden: Lebendimpfstoffe, Totimpfstoffe, Toxoidimpfstoffe, Anti-Idiotyp-Antikorper-
Impfstoffe, Vektorimpfstoffe, DNA-Vakzinen, synthetische Impfstoffe und Marker-
Impfstoffe (Mayr 2003). Im Folgenden soll die Wirkungsweise von Lebendimpfstoffen und
Totimpfstoffen erldutert werden.

Lebendimpfstoffe enthalten als immunisierendes Agens vermehrungsfiahige avirulente oder
schwach virulente, homologe oder heterologe Imptkeime. Der applizierte Impfkeim vermehrt
sich im Impfling und 16st die fiir ihn spezifischen Immunisierungsprozesse aus, ruft aber
keine typischen Krankheitserscheinungen vor. Die aktive Immunisierung wirkt iiber die
Stimulierung des spezifischen Teils des Immunsystems und fiihrt zur Bildung spezifischer
Serum-Antikdrper (humorale Impfantwort), Immunzellbildung (zellulire Impfantwort) und
bei lokaler Applikation zur Sekretion von IgA und IgM (Mayr 2003). Jessett et al. (1999)
untersuchten den Schutz vor Challenge-Infektion mit EHV-1 (Ab4-Stamm) nach
intramuskuldrer Impfung mit einer attenuierten Lebendvakzine gegen EHV-1. Die Impfung
bewirkte in diesem Fall die Bildung von virusneutralisierenden Antikdrpern und reduzierte
die klinische Symptomatik nach der Challenge-Infektion. Die durch die Lebendvakzine
stimulierten zytotoxische T-Zellen fiihrten zur Reduktion der zellassoziierten Virdmie.
Weitere Untersuchungen beim Pferd zum Einsatz von Lebendvakzinen zeigten, dass auch
nach intranasaler Verabreichung einer Lebendvakzine gegen EHV-1 (C147-Stamm) eine
Serokonversion gegen EHV-1 und -4 stattfand (Patel et al. 2003). 6 Wochen nach der
Impfung wurden die Tiere experimentell mit EHV-1/-4 infiziert. Die geimpften Tiere zeigten
keine klinischen Symptome oder Antikdrperreaktion, die ungeimpften Kontrolltiere hingegen
aber Fieber, Nasenausfluss, Virdmie und eine Serokonversion (Patel et al. 2003). Nachteil der
Lebendimpfstoffe ist das Risiko der Reversion zur Virulenz. Neuere Untersuchungen zeigten,
dass durch Identifikation der Virulenzgene bei EHV-1 Deletionsmutanten hergestellt werden
konnten (Osterrieder et al. 2001) und die so entwickelten modifizierten Lebendvakzinen einen
deutlich sicheren Umgang bei der intramuskuldren und intranasalen Anwendung bieten.
Goodman et al. (2006) untersuchten die Wirksamkeit einer inaktivierten Kombinations- und

modifizierten Lebendvakzine gegen EHV-1 beim Pferd. Hierfiir wurden jeweils 5 Pferde mit
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der inaktivierten Vakzine und der modifizierten Lebendvakzine zweimal im Abstand von 30
Tagen geimpft. Weitere 5 Pferde dienten als Kontrolle. Nach experimenteller Infektion mit
dem neuropathogenen EHV-1 (OHO03) Stamm zeigten 3 Kontrollpferde und 3 mit
inaktiviertem Impfstoff geimpfte Tiere neurologische Symptome. Die modifizierte
Lebendvakzine induzierte signifikant niedrigere virusneutralisierende Antikorpertiter
verglichen zu der inaktivierten Vakzine. Anhand der Ergebnisse von klinischen Parametern,
Virusisolation und der Immunantwort in dieser Studie zeigte sich schlieBlich ein besserer
Schutz durch die modifizierte Lebendvakzine als durch die inaktivierte Kombinationsvakzine
(Goodman et al. 2006).

Die am meisten verwendete Gruppe bei den Impfstoffen aus nicht vermehrungsfahigen
Antigenen sind die Impfstoffe aus inaktivierten Erregern (Totimpfstoffe). Hier liegen die fiir
die Immunisierung verantwortlichen Mikroorganismen als Ganzes in inaktivierter Form, d. h.
nicht vermehrungsfdhig, vor. Sie regen dadurch die Immunantwort schlechter an. Die
immunisierende Eigenschaft der inaktivierten Keime wird durch Zusatzstoffe, wie
Adjuvantien bzw. Adsorbentien, gefordert. Man unterscheidet 3 grofle Gruppen von
Adjuvantien: Depot-Adjuvantien verhindern einen schnellen Abbau des Antigens und fordern
eine linger anhaltende Immunantwort (z.B. Aluminiumhydroxid). Adjuvantien aus Partikeln
(z.B. Liposomen, ISCOMS) begiinstigen die Antigenprasentation iiber Antigenprésentierende
Zellen und fiihren zu einer Produktion von Zytokinen. Immunstimulierende Adjuvantien (z.B.
BCG, Saponin) fithren zur Aktivierung von Dendritischen Zellen, Makrophagen und
stimulieren die Sekretion von Zytokinen (Tizard 2004).

Heldens et al. (2001) zeigten mit dem inaktivierten Impfstoff Duvaxyn® EHV, 4 (Fort Dodge)
nach Challenge-Infektion mit EHV-1 (Ab4-Stamm) einen Schutz vor Abort bei Pferden. Die
zweimalige Impfung induzierte die humorale Immunantwort. Nach experimenteller Infektion
abortierten alle 4 Kontrollpferde und 1 Pferd von 5 vakzinierten. Diese Studie zeigte, dass
auch inaktivierte Vakzinen einen schiitzenden Effekt vor dem EHV-1 Abort haben. Dariiber
hinaus wird die Ubertragung des Virus im Bestand durch Reduktion der Virusausscheidung
infolge der Impfung verhindert (Heldens et a. 2001).

Die Abbildung 4 gibt schematisch die Angriffsorte verschiedener ausgewdéhlter
Impfstoffgruppen wieder.
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Abbildung 4: Angriffspunkte der Impfung

Die Antikorper erscheinen im Serum erst einige Tage nach der Impfung und erreichen ihren
Hohepunkt 3 bis 5 Wochen post vakzinationem (Mayr 2003). Nach einer wiederholten
Schutzimpfung mit dem gleichen Antigen kommt es zu einem immunologischen Booster-
Effekt. Der Booster-Effekt fiihrt zu einer qualitativen und quantitativen Verstirkung der
immunologischen Prozesse und beruht auf der Bildung von so genannten Memory-Zellen.
Sowohl B- als auch T-Lymphozyten konnen zu Memory-Zellen transformieren. Die Intensitdt
der sekunddren Immunantwort hingt u. a. vom zeitlichen Abstand zwischen dem priméren
und sekundéren Stimulus ab (Mayr 2003).

Bisher wurde eine groBe Varietdt an Impfstoffen bei Pferden in verschiedenen Versuchen
getestet.  Inaktivierte  Vakzinen  induzieren gute  komplementgebundene  und
virusneutralisierende  Antikorpertiter und fiihren ebenfalls zu einer verminderten
Virusausscheidung und Virdmie (Heldens et al. 2001). Die Ausbildung einer mukosalen
Immunitdt konnte mit den bisherigen Impfstoffen und der intramuskuldren Applikationsart
nicht erreicht werden. Weder eine intramuskuldr inaktivierte EHV-1 Vakzine noch intranasal
verabreichtes attenuiertes EHV-1 fiihrte in einer Studie von Breathnach et al. (2001) zu einer
detektierbaren mukosalen Antikdrperantwort. Erst die experimentelle intranasale Infektion
mit infektiosem EHV-1 (Stamm A183) fiihrte zur nachweislichen Bildung von schiitzenden

EHV-1 spezifischen IgA Antikorpern (Breathnach et al. 2001).
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1.2.5 Immunantwort auf Immunmodulatoren

Unter Immunmodulation versteht man eine Verdnderung der Immunantwort durch
verschiedene Substanzen (Pschyrembel 2002). Die Immunantwort kann negativ
(Immunsuppression) oder positiv (Immunstimulation) beeinflusst werden (Mulcahy und
Quinn 1986). Um die nichtantigenspezifische Immunantwort gegen infektiése und tumordse
Erkrankungen zu verstirtken (van Kampen 1998), stehen in der Veterindrmedizin
verschiedene Substanzen zur Verfiigung. Man unterscheidet kdrpereigene und synthetische
(chemische) Immunmodulatoren sowie Substanzen pflanzlicher, tierischer und mikrobieller
Herkunft (Mulcahy und Quinn 1986; Quinn 1990). In der Tabelle 1 sind einige

Immunmodulatoren beispielhaft aufgelistet.

Tabelle 1: Beispiele fiir Inmunmodulatoren

Pflanzliche Immunmodulatoren

Acemannan (Aloe vera) (Strey 2002)
Echinacea angustifolia (Kiihn 2000; Percival 2000)

Mikrobielle Immunmodulatoren

BCG-Vakzine (Mykobakterium bovis) (Mayr et al. 1986; Strey 2002)

Duphamun® (Avipox gallinarum) (Biittner et al. 1987)

Immuno-Regulin'" (Propionbacterium acnes) | (Quinn 1990)

Zylexis® (Parapox ovis) (Mayr et al. 1989)

Chemische Immunmodulatoren

Levamisol (Mayr et al. 1986; Quinn 1990)

Physiologische Immunmodulatoren

Zytokine, z.B. IFN-® (De Mari et al. 2003)

Im Folgenden soll die Wirkungsweise von Zylexis® (Pfizer GmbH; ehemals: Baypamun®)
niher erldutert werden. Das frither bezeichnete Priparat Baypamun® (Fa. Bayer) wird jetzt
unter dem anderen Produktnamen Zylexis® der Firma Pfizer GmbH als identisches Produkt
gefiihrt. In den folgenden Zitaten wird daher unter Umstédnden der alte Produktname noch

erwahnt.
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Hauptbestandteil des Immunmodulators Zylexis® ist der inaktivierte Parapox-ovis Stamm
D1701 (PPVO). Der Immunmodulator Zylexis® findet Anwendung bei vielen verschiedenen
Tierarten und zeigt ein breites Wirkungsspektrum. Zur Messung der Aktivierung und
Proliferation von Immunzellen wurden verschiedene Experimente durchgefiihrt.

Beim Pferd konnte durch die Anwendung von Baypamun® eine Reduktion der klinischen
Symptome bei respiratorischen Erkrankungen nachgewiesen werden (Ziebell et al. 1997).
Dariiber hinaus vermindert eine immunmodulatorische Prophylaxe einen erhdhten
Plasmakortisolgehalt, bedingt durch Stresssituationen wie Transport oder das Absetzen
(Mayr und Siebert 1990; Lindner et al. 1993). Neueste Untersuchungen beim Pferd zeigten,
dass eine dreimalige Applikation von Zylexis® (PPVO = Parapoxvirus ovis) nach dem
Applikationsschema des Herstellers am Tag 0, 2 und 9 zu einer ansteigenden IFN-y
Genexpression ex vivo 24 Stunden nach der ersten Applikation kam (Horohov et al. 2008).
Neben den ex vivo Untersuchungen zur Genexpression dieser Studie wurden in vitro Studien
von equinen PBMCs durchgefiihrt. Die equinen PBMCs wurden mit PPVO allein und PPVO
in Kombination mit Concavalin A stimuliert. Dabei zeigte sich ein deutlicher Anstieg der
IFN-y Genexpression bei den PBMCs, die mit PPVO und Concavalin A stimuliert wurden.
Diese Art der Costimulation in vitro konnte bereits mit dem gleichen Ergebnis bei humanen
PBMCs gezeigt werden (Friebe et al. 2004). Das Ergebnis dieser Studie von Horohov et al.
(2008) weist darauf hin, dass eine Behandlung mit Zylexis® zu einem systemisch
immunologischen Effekt fiihren kann, der die Inzidenz von Erkrankungen beim Pferd zu
reduzieren vermag. Ahnliche Ergebnisse konnten bereits in Mausmodellen berichtet werden
(Weber et al. 2003).

Weber et al. (2003) untersuchten in einem Mausmodell nach Baypamun®-Applikation die
Expression bestimmter Zytokine zu verschiedenen Zeitpunkten. Bereits 6 bis 12 Stunden nach
der Applikation konnten die Zytokine Interleukin-12,-15,-18, IFN-y und TNF-a
nachgewiesen werden. Nach 24 Stunden wurden IFN-y und Interleukin-18 noch vermehrt
exprimiert (Weber et al. 2003). Der Aktivierung von Zytokinen kommt bei der
Wirkungsweise von Zylexis® eine groie Bedeutung zu. Dabei spielt die antivirale Aktivitit
von IFN-y eine wichtige Rolle. Weber et al. (2003) bestétigten in einem weiteren Mausmodell
den schiitzenden Effekt von der Baypamun®-induzierten IFN-y-Produktion, indem es durch
Applikation gegen IFN-y gerichteter monoklonaler Antikdrper im HSV-Belastungsmodell
zum Ausbruch der Krankheit kam.

In einem anderen Mauseversuch konnte nach intraperitonealer Baypamun®-Applikation eine

Erhohung der Aktivitit der Natiirlichen Killerzellen, der Lymphozytenproliferation, der
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Phagozytoserate und des Gehaltes an IFN-o in den Serum- oder Peritonelaspiilproben
gemessen werden (Mayr et al. 1986; Strube et al. 1989). Eine in vitro Stimulation der PBMCs
mit dem Immunmodulator fiihrte zu einer erhohten Phagozytoserate bei Pferden, Rindern,
Schweinen und Hunden (Mayr et al. 1997). Fachinger et al. (2000) konnten bei Baypamun®-
Behandlung eine Proliferation von Th-Zellen sowie eine Induktion von Interleukin-2, IFN-a
und IFN-y feststellen.

In einer Studie iiber die Wirksamkeit von Zylexis® zur Prophylaxe und Behandlung von
Lungenabszessen bei Fohlen konnte gezeigt werden, dass weder die prophylaktische
Verabreichung noch der therapeutische Einsatz signifikante Unterschiede beziiglich der
Inzidenz von Lungenabszessen im Vergleich zu den Kontrolltieren aufwiesen (Baumann
2006). Hierbei wurde Zylexis®” entgegen den Angaben des Herstellers intranasal und subkutan
verabreicht. Die Fohlen mit der intranasalen Zylexis®-Applikation schnitten beziiglich der
mittleren Erkrankungsdauer statistisch signifikant am schlechtesten ab. Die subkutane
Anwendung hingegen zeigte keine Unterschiede in Bezug auf die Riickbildungszeit der
Lungenabszesse im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. In die Untersuchung
einbezogen wurden klinische Befunde, Ergebnisse von Ultraschalluntersuchungen und
Blutuntersuchungen mit Bestimmung der Leukozytenzahl als Parameter einer
immunologischen Reaktion. Weitergehende immunologische und molekularbiologische
Untersuchungen wurden nicht durchgefiihrt.

Beim Pferd liegen bisher iiber den Einsatz von Zylexis® nur Ergebnisse vor, die auf
klinischen Parametern beruhen. Im Wesentlichen hat Zylexis® beim Pferd bisher Bedeutung
im prophylaktischen Einsatz zur Stirkung des Immunsystems bei Stresssituationen (Mayr und
Siebert 1990; Lindner et al. 1993), es wird aber auch zur Reduktion der klinischen
Symptomatik bei respiratorischen Erkrankungen eingesetzt (Ziebell et al. 1997).

1.2.6 Untersuchungsmethoden

Die humorale Immunantwort ldsst sich durch serologische Untersuchungsmethoden messen.
Hierbei werden durch spezielle Testverfahren die Antikdrpertiter im Blut bestimmt (siehe
1.1.6). Der zelluldre Immunstatus gibt Auskunft liber die prozentualen Verhéiltnisse der
Immunzellen im Blut. Die Immunphénotypisierung des Pferdeblutes beruht auf der selektiven
Erkennung von Zelloberflichenantigenen durch fluoreszenzmarkierte ~monoklonale

Antikorper  mittels  Durchflusszytometrie ~ (FACS). Zur  Unterscheidung  der
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Lymphozytensubpopulationen werden monoklonale Antikorper gegen zelluldre Antigene
eingesetzt, die relativ konstant exprimiert werden (www.laboklin.de).

Als weiterer Parameter fiir die zellulire und humorale Immunantwort eignet sich der
Nachweis von Zytokinexpressionsmustern. Die Untersuchung der Zytokinkonzentration im
Blut gestaltet sich aufgrund der geringen Konzentration zirkulierender Zytokine als sehr
schwierig und ist in der Form nur auf Proteinebene mittels ELISA nachweisbar. Der
Nachweis von Zytokin-mRNA kann mit der sensitiven Detektionsmethode TagMan®-PCR
erfolgen. Hierfiir muss zundchst die zelluldre Zytokin-mRNA aus PBMCs extrahiert und
durch die Reverse Transkription in ¢cDNA umgeschrieben werden. Die Bestimmung der
Zytokin-mRNA kann im lebenden Organismus (ex vivo) erfolgen sowie in vitro
beispielsweise durch Kulturen von Blutzellen, die durch Stimulation zu einer vermehrten

Zytokinproduktion angeregt werden.

1.2.7 Prinzip der TagMan®-PCR

Die Grundlagen fiir eine quantitative Echtzeit-PCR (,,Real-Time* PCR) wurden durch
Higuchi et al. (1992) geschaffen. Das Prinzip dieser modernen Methode besteht in der
Messung eines Fluoreszenzsignals, welches proportional zum Anstieg der Konzentration
eines Amplifikationsproduktes ist. Die heute gingige Methode beruht auf der Ausnutzung des
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) bzw. Forster-Resonanz-Energie-Transfers
(Cardullo et al. 1988). Bei dem TagMan"-Prinzip wird ein Fluoreszenzsignal einer
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotid-Sonde (probe) gemessen und quantifiziert. Die
TagMan®-Sonde ist ein Oligonukleotid mit einem Reporterfarbstoff (z.B. 6-Carboxy-
Fluoreszein, FAM) am 5'-Ende der Sonde und einem Quencherfarbstoff (z.B. 6-Carboxy-
Tetramethyl-Rhodamin, TAMRA) am 3’-Ende. Das 3’-Ende der Sonde wird zusitzlich durch
eine Phosphatgruppe blockiert, damit die Sonde bei der Elongation nicht als Primer fungieren
kann (Cardullo et al. 1988). Solange die Sonde intakt ist, wird bei Anregung des
Reporterfarbstoffes mit Licht einer bestimmten Wellenldnge fast die gesamte Lichtenergie
aufgrund der rdumlichen Ndhe vom Quencher unterdriickt. Wéahrend der Elongationsphase
wird die Sonde durch die 5°-3"-Exonuklease-Aktivitdt der Taq-Polymerase hydrolisiert
(Lie und Petropoulos 1998) und der Reporter und Quencher freigesetzt (Abb. 5). Nach der
Freisetzung des Reporters kann dessen Lichtsignal detektiert werden (Livak et al. 1995).
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Der Anstieg der freien Reporterkonzentration verursacht ein wachsendes Fluoreszenzsignal,
das proportional zum Anstieg der Konzentration des Amplifikationsproduktes ist. Aufgrund

dieser Proportionalitit ist eine Quantifizierung der Ausgangs-(c)DNA moglich.

Sequenzspezifische Anlagerung von Primern und Sonde

A
R Reporterfarbstoff

Q Quencherfarbstoff

5’-Primer 1
I

———————————— 5 B Elongation

Abbildung 5: TagMan®-Prinzip

A: Sequenzspezifische Anlagerung der Sonde an die Template-DNA.

B: Der Quencherfarbstoff befindet sich noch in rdumlicher Nihe des
Reporterfarbstoffes und unterdriickt das Lichtsignal.

C: Wihrend der Elongation hydrolisiert die Taq-Polymerase die Sonde und setzt
den Reporter- und Quencherfarbstoff frei. Das Lichtsignal des Reporters kann
dann detektiert werden.

Die Quantifizierung der PCR basiert auf der Berechnung des Fluoreszenzschwellenwertes,
dem so genannten ,,Threshold Cycle* (Cr-Wert). Der Cr-Wert gibt den Zyklus an, bei dem
die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes sich deutlich von der Hintergrundfluoreszenz abhebt
und einen Schwellenwert iiberschreitet. Er verhdlt sich umgekehrt proportional zum
Logarithmus der Ausgangsmenge an DNA und ist daher die Grundlage fiir die
Quantifizierung einer Reaktion (Higuchi et al. 1992). Aus den ermittelten Fluoreszenzwerten
wird eine Amplifikationsgraphik erstellt. Hierbei wird die gemessene Fluoreszenz gegen die
Zyklenzahl aufgetragen (Abb. 6). Der Fluoreszenzwert ist beim Start der Reaktion nicht
gleich Null, sondern setzt sich aus der Grundfluoreszenz der -eingesetzten
Fluoreszenzfarbstoffe und der Hintergrundfluoreszenz der verwendeten Materialien (z.B.

Plastikreaktionsgefdfle) zusammen.
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Abbildung 6: Amplifikationsgraph

Bei der relativen Quantifizierung wird die Genexpression eines Zielgens auf ein weiteres
nicht reguliertes Housekeeping Gen bezogen. Dieser Bezug wird auch als Normalisierung der
Expressionsergebnisse bezeichnet (Rasmussen 2001). Verschiedene Housekeeping Gene
konnen als Referenzgen verwendet werden (z.B. GAPDH, B-Aktin, 18s rRNA). Bei den
Housekeeping Genen handelt es sich um nicht regulierte, d.h. konstant exprimierte
Zellproteine oder Stoffwechselenzyme, die von jeder eukaryotischen Zelle gebildet werden.
Fiir die relative Quantifizierung muss weder die Konzentration der Zielsequenz bekannt sein
noch eine Standardkurve mit bekannten Konzentrationen erstellt werden, da nur das
Verhidltnis beider Proben zueinander berechnet wird (Bustin 2000; Livak und
Schmittgen 2001).

Die absolute Quantifizierung wird anhand einer gegebenen Kalibrierkurve durchgefiihrt
(Pfaffl und Hageleit 2001). Als Kalibrierungskurve kann Plasmid-DNA eingesetzt werden.
Die Ermittlung der absoluten Menge einer Zielsequenz, meist ausgedriickt als Kopienzahl pro
Reaktion, erfolgt ebenfalls unter Verwendung eines Referenzgens. Hierfiir ist eine Standard-
Verdiinnungsreihe von Plasmid-DNA mit bekannten Konzentrationen, sowohl fiir das Zielgen
als auch fiir das Referenzgen, notwendig. Aus dieser Verdiinnungsreihe ldsst sich eine so
genannte Standardkurve erstellen, indem der jeweilige Ct-Wert (auf der y-Achse) gegen die
initiale Menge der Zielsequenz (als Kopienzahl auf der logarithmischen x-Achse) aufgetragen
wird (Heid et al. 1996). Die absolute initiale Kopienzahl wird dadurch bestimmt, dass der
Ct-Wert einer unbekannten Probe mit der Standardkurve verglichen wird. Dabei sollte die

unbekannte Probe in den Bereich fallen, der mit der Standardkurve abgedeckt wird
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(Bustin 2000). Voraussetzung hierfiir ist die korrekte Bestimmung der Kopienzahl der
Zielsequenz in den Standards, die iiber die Umrechnung mittels Molekulargewichtes nach der
photometrischen Messung erfolgt. Fiir den Standard und fiir die Proben miissen identische
Oligonukleotide zur Amplifizierung und Detektion verwendet werden. AuBlerdem sollten die
Sequenzen moglichst dhnlich sein, um eine dquivalente Effizienz der Amplifizierung zu
geben (Niesters 2004). Eine optimale PCR-Effizienz liegt bei 100%, die sich auch in der
Steigung der Standardkurve von -3,322 widerspiegelt.
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2. Zielsetzung

Die Immunantwort von Pferden sollte nach dreimaliger Applikation des Immunmodulators

Zylexis® und einmaliger Impfung mit Resequin® NN plus durch immunologische

Untersuchungsmethoden iiberpriift werden.

Uber einen bestimmten Zeitraum wurden dafiir  einerseits  virusspezifische

Antikorpertiterverliufe gegen EHV-1 und EHV-4 im Neutralisationstest und

Immunfluoreszenztest bestimmt. Die ermittelten Antikorpertiter kdnnen auf ein aktuelles

Krankheitsgeschehen oder auf Reaktionen infolge einer Impfung hinweisen.

Andererseits sollte die Rolle der zelluldren Immunantwort untersucht und in den Vordergrund

gestellt werden. Als Parameter der zelluldren Immunantwort wurden vier Zytokine (IFN-y,

IL-2, IL-4, IL-10), die in B-Zellen, T-Zellen bzw. Makrophagen exprimiert werden,

ausgesucht.

Mittels quantitativer ,,Real-Time*“ PCR erfolgte die Untersuchung der Zytokinexpression in

peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC) aus dem Pferdeblut. Hierbei wurden

Konzentrationsbestimmungen der Zytokin-mRNA direkt (ex vivo) aus den isolierten equinen

PBMCs durchgefiihrt und nach Anregung der Zytokinproduktion durch eine unspezifische

Stimulation der isolierten PBMCs mit Concavalin A in Zellkulturen (in vitro).

Es sollte liberpriift werden, ob die Zytokinexpression mit der Antikorperantwort, der Anzahl

an equinen PBMCs und der Anzahl an B-, T-, CD4"- und CD8"-Zellen korreliert.

Der Grundgedanke dieses Versuches war es festzustellen, ob die Gabe eines

Immunmodulators zu einer messbaren zelluldren und humoralen Immunantwort nach Impfung

mit dem Totimpfstoff Resequin® NN plus fiihrt bzw. ob diese in irgendeiner Form dadurch

beeinflusst wird.

Eine Verbesserung der Impfantwort durch die Anwendung von Zylexis® wurde als

Hauptthese aufgestellt und iiberpriift.

Dafiir wurden folgende Zusammenhénge untersucht:

1. Was bewirkt Zylexis” im Zusammenhang mit dem Impfstoff Resequin® NN plus auf die
Hohe der Antikorper-Antwort?

2. Wie wirkt sich die Anwendung von Zylexis” in Kombination mit der Impfung auf die
Anzahl der peripheren mononukledren Blutzellen und Lymphozytensubpopulationen
(B-, T-, CD4"- und CD8"-Zellen) aus?

3. Was bewirken Zylexis® und Impfstoff in Bezug auf die Zytokinexpression?
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Die gestellten Fragen wurden jeweils nach folgenden Kriterien {iberpriift und bewertet:
e Placebo und Versuchsgruppe
e Unterschiedliche Vorimmunisierung (Impthistorie)

e Alter und Geschlecht
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3. Material und Methoden

3.1 Materialnachweis
3.1.1 Chemikalien-, Gebrauchsmaterialien- und Gerdtenachweis

Chemikalien:

Applied Biosystems, Darmstadt: BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit,
TaqMan® Universal PCR Master Mix

BDM Laboratory Supplies, Poole (UK): Carboxymethylcellulose-Natriumsalz (CMC)

Biochrom AG, Berlin: Biocoll Seperating Solution (Dichte 1,077 g/ml),
Foetal Calf Serum (FCS)

Bioline GmbH, Luckenwalde: dNTP Mix (Konz. 2,5 mM),
Hyperladder I (100 lanes)

Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe: Agarose,

Formamid (deionisiert),
Glycerol (Glycerin, > 98%),

Giemsa-Losung

Dianova, Hamburg: Ziege-Anti-Pferd IgG (H+L) FITC-Konjugat
Difco, Michigan (USA): Agar Noble,
LB Broth, Miller (Luria-Bertani),
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot: RiboRuler™ RNA Ladder, High Range,
GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala (S): Sephadex™ G-50 (Superfine)
Invitrogen GmbH, Karlsruhe: Super Script' ™ First-Strand Synthesis System for
RT-PCR,

Trizol® Reagent

Life Technologies (Gibco-BRL), Gaithersburg (USA): Eagle’s minimum essential medium
Dulbeccos’s modification (EDM),
RPMI Medium 1640

Merck GmbH, Darmstadt: weitere Standardchemikalien, wenn nicht anders
vermerkt
Metabion GmbH, Martinsried: mi-Plasmid Miniprep Kit

New England Biolabs, Frankfurt am Main: EcoRI Enzym (20.000 U/ml),
NE Buffer EcoRI (10 x Konzentration)
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Promega GmbH, Mannheim:

Qiagen GmbH, Hilden:

Nuclease-freies Wasser,

pGEM®-T Easy Vector System I,

Wizard® SV-Gel and PCR Clean-Up System
PCR-Reaktionspuffer, 10 x (inkl. 15 mM MgCl,),
Taq DNA Polymerase (5 units / ul)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim: Ampicillin,

Stratagene, Amsterdam (NH):

TIB Molbiol, Berlin:

Gerite:

Applied Biosystems, Darmstadt:

Assistent, Sondheim:
Beckman Coulter GmbH, Krefeld:
Bio-med GmbH, Theres:

Biometra, Gottingen:

Braun Biotech International, Melsungen:

Carl Zeiss, Oberkochen:

Chloroform,

Concavalin A (Canavalia ensiformis) y-Irradiated,
Diethylpyrocarbonate (DEPC),
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Dinatriumsalz
Dihydrat,

Mineraldl fiir die PCR,

MOPS,

Penicillin G,

Streptomycinsulfat

Epicurian Coli® SoloPack”™ Gold Supercompetent
Cells

Auftrags-Oligonukleotidsynthese,
TagMan-Sonden-Synthese

TaqMan® PCR-Zykler 7700 SDS,
GenAmp® PCR System 9700,
Foundation Data Collection (Version 3.0)
PrimerExpress” Software
Neubauer-Zahlkammer

DU® 640 B Spectrophotometer
Thermocycler 60

FLX-20M (Transluminator),
UNO-Thermoblock™ (PCR-Cycler)
Certomat™ H /U (Schiittelinkubator)

Axiovert 100 (Fluoreszenzmikroskop)
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Eppendorf, Wesseling-Berzdorf: Eppendorf Centrifuge 5403,
Eppendorf Thermomixer 5436,
Pipetten
Heraeus Christ, Osterode: Begasbarer Feuchtbrutschrank,
Biofuge 13,
Minifuge 2
Kendro Laboratory Products, Wien (A): Clean Air (Sterilbank)
Olympus, Hamburg: Lichtmikroskop, Modell: CK2
Owl Separation Systems, Portsmouth (NH): EasyCast'™ Horizontal Electrophoresis System
Pharmacia, Freiburg: Power Supply
Polaroid, Offenbach: Kamera CU-5, 88-46,
Polaroid Film 667 Black & White, ISO 3000
Schimadzu, Kyoto (Japan): UV-1202 (UV-VIS Spectrophotometer)
Gebrauchsmaterialien:
Applied Biosystems, Darmstadt: MicroAmp® Optical 96-well Reaction Plate

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg: BD Prescisionglide™ Kaniile 20 G, gelb,
BD Vacutainer ™ Réhrchen aus PET Kunststoff,
EDTA, 4 ml/ 10 ml,
Vacutainer Holder
BSN medical GmbH & Co. KG, Hamburg: Neolus® Kaniilen, schwarz (0,7 x 30 mm)
Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe: Multi®-Reakti0nsgefeiBe 1,7 ml & 0,65 ml
Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden: Cryo Tube™ Vials
Ratiomed, Megro GmbH, Wesel: sterile Einmalskalpelle
Sorenson Bio Science, Inc., Salt Lake City (USA): MultiGuard®-Tips, RNase-/DNase-frei,
5-10 pl, 1-200 pl, 100-1000 pl
Terumo Europe N.V., Leuven (B): Syringe, sterile Einmalspritzen, 2 ml
TPP Tissue culture, Trasdadingen (CH): steriles Plastik-Einmalmaterial

(Zentrifugenrdhrchen, Zellkultur-Platten)
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3.1.2 Primer- und Sondensequenzen

Mit Hilfe von Gensequenzen aus der Datenbank des ,,National Center fiir Biotechnology
Information* (NCBI, 1998 [http://www.ncbi.nih.nim.gov/]) wurden geeignete Primer- und
Sondensequenzen iiber die PrimerExpress” Software (Applied Biosystems, Weiterstadt)
ausgewdhlt und iiber die Firma TIB Molbiol, Berlin bezogen (Tab. 2 und Tab. 3).

Die Primer wurden als entsalzte Lyophilisate bestellt. Die Sonden waren HPLC-gereinigt, am
3"-Ende mit einem Quencherfarbstoff (6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin, TAMRA) und am
5'-Ende mit dem fluoreszierenden Reporterfarbstoft 6-Carboxy-Fluorescein (FAM) markiert.

Tabelle 2: Primersequenzen fiir die Klonierung

Equines Interferon-y

Primer Sequenz
EqIFNg-228F 5'- TCT TGA AGA ACT GGA AAG AGG ATA GT -3°
EqIFNg-566R 5'- ACT ATT GCA ACG CTCTCC GG -3°

Equines Interleukin-2

Primer Sequenz

EqIL-2-25F 5’-TGC ATC GCA CTA ACT CTT GCA G -3°

EqIL-2-362R 5°- CAT GTG AAT CTT GTT TCA GAC CCC- 3°
Equines Interleukin-4

Primer Sequenz

EqIL-4-15F 5'- CCA ACT GAT TCC AGC TCT GGT C -3°

EqIL-4-332R 5'- ACA GTA CAG CAGGTCCCGTTTG -3
Equines Interleukin-10

Primer Sequenz

EqIL-10-217F

5- GACTTT AAG GGT TAC CTG GGT TG -3°

EqIL-10-519R

5-TGCTTC AGT TTT TCA TCT TCG TT -3°
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Fortsetzung Tabelle 2

Equines B-Aktin

Primer

Sequenz

Eq-betaAktin-F

5’- CCG GGA CCT GAC GGA CTA -3

Eg-betaAktin-R

5- CCT TGA TGT CAC GCA CGATT -3°

Equines GAPDH
Primer Sequenz
Eq-GAPDH-F 5'- GGC AAG TTC CAT GGC ACA GT -3
Eq-GAPDH-R 5"-CAC AAC ATA TTC AGC ACC AGC AT -3’

Tabelle 3: Primer- und Sondensequenzen fiir die ,,Real-Time* TagMan"-PCR

Equines Interferon-y

Primer / Sonde

Sequenz

EqIFNg-228F

5- TCT TGA AGA ACT GGA AAG AGG ATA GT -3°

EqIFNg-388R

5- GCT GCT GTT AAA GAA CTT AAC GAA CA -3°

EqIFNg-334TM

5’-6FAM-AAA GAG CAT GGA CAC CAT CAA GGA GGA CXT- PH-3’

Equines Interleukin-2

Primer / Sonde | Sequenz

EqIL-2-25F 5’- TGC ATC GCA CTA ACT CTT GCA G -3°

EqIL-2-106R 5'- GCT TCA GTT GTT GCT GTG TTT CC -3°

Eq-IL-2-50T 5'- 6FAM-TTG CAA ACA GTG CAC CTA CTT CAA GCT CTA AGA-TMR -3'

Equines Interleukin-4

Primer / Sonde | Sequenz

EqIL-4-69F 5’- GGG ATG CAA ATA CGA CAT CACCTT -3°
EqIL-4-175R 5'- AGG CAT CCG CTA CAG TCA GCT -3’

Eq-1L-4-129T 5'- 6FAM-TGG AAA GGG CAA GAA TTC GTG CAT G—-TMR -3°
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Fortsetzung Tabelle 3:

Equines Interleukin-10

Primer / Sonde

Sequenz

EqIL-10-370F

5’- CGG CGC TGT CAT CGA TTT -3’

EqIL-10-449R

5-TGG AGC TTA CTG AAG GCA CTCTT -3°

Eq-IL-10-394T

5'- 6FAM-TGT GAA AAT AAG AGC AAG GCA GTG GAG CAG-TMR -3°

Equines B-Aktin

Primer / Sonde

Sequenz

Eq-betaAktin-F

5’- CCG GGA CCT GAC GGA CTA -3

Eq-betaAktin-R

5’- CCT TGA TGT CAC GCA CGA TT -3

Eqg-betaAktin-T

5- 6FAM-TAC AGC TTC ACC ACC ACG GCCG—-TMR -3°

Equines GAPDH

Primer / Sonde

Sequenz

Eq-GAPDH-F 5-GGC AAG TTC CAT GGC ACA GT -3°
Eq-GAPDH-R 5-CAC AAC ATA TTC AGC ACC AGC AT -3’
Eq-GAPDH-T 5'- 6FAM-CAT CAA CGG AAA GGC CAT CAC CAT CT-TMR -3°

Die Primer- und Sondensequenzen fiir die Housekeeping Gene equines B-Aktin und GAPDH

wurden in Anlehnung an Kolm et. al (2006) hergestellt.

3.1.3 Angewandte Medikamente

3.1.3.1 Immunmodulator

Zylexis® (Pfizer, Karlsruhe); Chargen-Nr.: L60994

Die Zylexis®“-Charge 160994 enthilt nach Angaben des Beipackzettels in 1 ml des

resuspendierten Produktes inaktiviertes Parapox ovis-Virus (Stamm D 1701) mit mindestens

230 Einheiten Interferon sowie ca. 25 mg Polygeline als Stabilisator.

Das lyophilisierte Priparat wurde vor der Injektion mit 2 ml Wasser fiir Injektionszwecke

resuspendiert. Zur intramuskuldren Injektion wurde die Dosis von 2 ml des resuspendierten

Produktes fiir Pferde, unabhiingig vom Alter und Gewicht der Tiere, verabreicht.

41



Material und Methoden

3.1.3.2 Placebo

Isotonische Kochsalzlosung Fresenius; Chargen-Nr.: UB 3631

Als Placebo wurde 0,9%ige NaCl-Losung analog zu der Zylexis®-Applikation in einer Dosis

von 2 ml intramuskulér verabreicht.

3.1.3.3 Impfstoff

Resequin® NN plus (Intervet, Unterschleifheim); Chargen-Nr.: 75312A

Alle Pferde wurden mit dem inaktivierten Kombinationsimpfstoff Resequin® NN plus
(Intervet, UnterschleiBheim) nach Angaben des Herstellers intramuskulér geimpft.
Eine Dosis von 2 ml Resequin® NN plus enthilt nach dem Beipackzettel:
Inaktiviertes equines Herpesvirus Typ 1 (EHV-1)
Stamm RAC-H mind. 10”* GKIDs
Inaktiviertes equines Herpesvirus Typ 4 (EHV-4)
Stamm 2252 mind. 10°°GKIDso
Inaktivierte, equine Influenzavirus-Antigene der Stimme
A/equi 1/Prag/1/56 50 pg Hamagglutinin
A/equi 2/Newmarket 1/93 (Amerikanischer Typ) 20 pg Hdmagglutinin
A/equi 2/Newmarket/2/93 (Europdischer Typ) 20 pg Hamagglutinin

3.1.4 Tiere

Die im Rahmen dieser Impfstudie zur Verfiigung gestellten 20 Pferde stammten aus einem
Zuchtbestand in Pausin (Brandenburg). Die Tiere wurden liberwiegend ganztigig auf der
Weide gehalten. Fiir die Studie erfolgte eine Aufteilung in zwei Gruppen zu je 11 und 9
Pferden. Die Gruppe 1 wurde als Zylexis-Gruppe definiert, wihrend die Gruppe 2 als
Placebo-Gruppe diente. Die Zylexis-Gruppe setzte sich aus 10 Warmblutpferden und einem
Kaltblut (8 Stuten, 2 Hengste, 1 Wallach) im Alter zwischen 2 bis 17 Jahren zusammen. Das
Durchschnittsalter betrug 6,9 Jahre. In der Placebo-Gruppe befanden sich 8§ Warmblutpferde
und ein Kaltblut (8 Stuten, 1 Wallach), die zwischen 2 und 16 Jahre alt waren. Das

Durchschnittsalter betrug 6,5 Jahre.
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Gruppe 1 und Gruppe 2 enthielten 5 bzw. 3 Pferde, die bereits in der Vergangenheit, in einem
Zeitraum von 10 bis 6 Monaten vor Studienbeginn, mit einem kombinierten EHV- und
Influenza-Impfstoff (Resequin® NN plus [Intervet, UnterschleiBheim]) geimpft und je weitere
6 Pferde, die nur mit einem Influenza-Impfstoff (Equilis® Influenza [Intervet,
UnterschleiBheim]) vakziniert worden waren (Tab. 4). Alle Pferde beider Gruppen erhielten
am definierten Versuchstag eine Impfung mit Resequin® NN plus (Intervet,
UnterschleiBheim). Zusitzlich bekamen die Tiere der Gruppe 1 Zylexis® (Pfizer, Karlsruhe)
nach Angaben des Herstellers appliziert, wahrend den Tieren der Gruppe 2 anstelle der
Zylexis®-Applikation ein Placebo verabreicht wurde. Als Placebo-Medikament dienten 2 ml

physiologische Kochsalzlosung.

Tabelle 4: Gruppeniibersicht / Vorimmunisierung

Gruppe- Definition Anzahl Anzahl der EHV- Anzahl der
Nr.: der Pferde | /Influenza geimpften Influenza
Tiere geimpften Tiere
1. Zylexis | Versuchsgruppe | 11 5 6
2. Placebo | Kontrollgruppe | 9 3 6

Dariiber hinaus sollte im weiteren Verlauf =zusitzlich untersucht werden, ob die
unterschiedliche Vorimmunisierung oder das Alter bzw. das Geschlecht einen Einfluss auf die
Immunantwort ausiiben. Dafiir wurden die Pferde in die Gruppen Influenza (n = 12) und
Resequin (n = 8) sowie ,,bis 4 Jahre* (n = 10) und ,,iiber 4 Jahre* (n = 10) unterteilt.

Eine genaue Auflistung der Pferde und ihre Gruppenzugehorigkeit sind im Anhang (9.1; Al)

enthalten.
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3.2 Methoden
3.2.1 Darstellung Ablauf in der Methodik

Die Abbildung 7 gibt eine Ubersicht iiber die Anwendung der immunologischen und

molekularbiologischen Methoden wieder.

Januar 2006 September 2006 Oktober 2006 April 2007

Literaturrecherche
Pferdeauswahl
Vorversuch
Methodenetablierung /-evaluierung
Immunstatus (Fa. Laboklin)
Serologie
PBMC-Isolierungen und Zellkulturmethoden
RNA-Extraktion und —Qualitat
cDNA Synthese
Zytokinmessung
Primerdesign (PCR / TagMan®)
Klonierung und Sequenzierung
TaqMan®“-PCR
Primeretablierung
Standardverdiinnungsreihen
Housekeeping Gene

Durchfiihrung Feldversuch
Zylexis-Applikation
Vakzinierung
Blutentnahmen

PBMC-Isolierung
Zellkulturmethoden

> RNA-Isolierung
cDNA Synthese
Immunstatus (Fa. Laboklin)

Lagerung Plasma (Serologie)

und cDNA bei -20°C

Probenauswertung
Serologie
Zytokinexpression

» (ex vivo und in vitro)

Abbildung 7: Ubersicht immunologische und molekularbiologische Methoden
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3.2.2 Klinisch-diagnostische Methoden
3.2.2.1 Beobachtungen der Pferde

Aufgrund der Haltungsbedingungen und fehlender Fixierungsmoglichkeiten wurden die
Pferde tdglich durch den Besitzer nach ihrem Allgemeinbefinden, Futteraufnahme und

Korperhaltung kontrolliert. Des Weiteren erfolgte eine Kontrolle der Applikationsstellen.

3.2.2.2 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte aus der Vena jugularis externa nach griindlicher Reinigung und
Desinfektion der Punktionsstelle mithilfe von EDTA-Vacutainer-Réhrchen (Becton
Dickinson, Heidelberg) und entsprechenden sterilen Einmalkaniilen (BD Prescisionglide

Kaniile 20 G [Becton Dickinson, Heidelberg]).

3.2.2.3 Immunstatus

An zwei Blutentnahmeterminen erfolgte eine Immunstatusbestimmung der Pferde durch das
Labor der Fa. LABOKLIN (Bad Kissingen). Hierbei wurden jeweils 4 ml EDTA-Vacutainer-
Rohrchen (Becton Dickinson, Heidelberg) direkt am Tag der Blutentnahme an das Labor
versandt. Lymphozyten als Trager der spezifischen Immunantwort stellen sich morphologisch
einheitlich dar, bestehen jedoch aus funktionell unterschiedlichen Zellen. Der zelluldre
Immunstatus gibt Auskunft iiber die prozentualen Verhéltnisse der Inmunzellen im Blut. Die
Bestimmung des Immunstatus umfasste ein Differentialblutbild und die Ermittlung der
Lymphozytensubpopulationen (B-, T-, CD4'-, CD8"-Zellen) mittels Durchflusszytometrie.
Bei der Durchflusszytometrie werden die B-, T-, CD4"-, CD8-Zellen durch
fluoreszenzmarkierte ~monoklonale = Antikérper quantifiziert. Im Gegensatz zum
Differentialblutbild gibt es keine standardisierten Referenzbereiche fiir die
Durchflusszytometrie. Durch die Bestimmung des Immunstatus besteht die Mdglichkeit die
ausgewdhlten Immunzellen zu quantifizieren und eine Zu- oder Abnahme der Zellzahl zu

bestimmen, um die Aktivitdt der Immunreaktion wiederzuspiegeln.
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3.2.3 Serologische Methoden

Die spezifisch gebildeten Antikdrper wurden im Blutplasma mittels Neutralisationstest und
indirektem  Immunfluoreszenztest  erfasst. ~ Der  Neutralisationstest ~ weist  alle
virusneutralisierenden Antikorper nach, wihrend der indirekte Immunfluoreszenztest auch

andere Antikorper detektiert.

3.2.3.1 Viren und Zellen

Die hierbei verwendeten Viren wurden vom Institut fiir Virologie zur Verfiigung gestellt und
auf equinen Dermalzellen vermehrt. Folgende Referenzstimme wurden fiir die serologischen

Tests verwendet:

Tabelle 5: Verwendete Viren

Virus Bezeichnung | Herkunft Titer des Referenz

Virusstock
EHV-1 | AIV Fohlen, Abort 1 x 10" PEU/ml | Chowdhury et al. 1986
EHV-4 | T252 Fohlen, Nasensekret | 5 x 10° PFU/ml | Thein und Hirtel 1976

Die equinen Dermalzellen stammten aus der Institutssammlung. Infektionen mit EHV-1
und -4 zeigen ein gutes Wachstum in den equinen Dermalzellen, wobei eine Lyse der Zellen

nach einem Tag beobachtet werden kann.

3.2.3.2 Neutralisationstest (NT)

CMC-Overlaymedium (Carboxymethylcellulose):

CMC-Natriumsalz 80¢g
EDM 500 ml
FCS 10 ml
EDM (Dulbecco’s Modifizierung von Eagle’s Medium):
EDM-Pulver 133 g
NaHCO; 37¢g
Penicillin G 02¢g
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Streptomycinsulfat 02¢g
Aqua bidest. ad 101
EDM/5% FCS (Fotales Kélberserum)
4% (v/v) Formalinlésung in PBS

Formalin (37 %) 10,8 ml
PBS ad 100 ml
Giemsalosung

Fiir die Inaktivierung des Komplementsystems im Blutplasma mussten alle Proben bei 56 °C
fiir 30 Minuten zunéchst im Wasserbad inkubiert werden. AnschlieBend wurde in einer

24-Lochplatte jeweils 100 ul EDM/5% FCS-Medium in jede Kavitit vorgelegt. In die erste
Kavitdt wurden zu 160 ul EDM/5% FCS-Medium 40 pl von der Probe dazu pipettiert. Davon
wurde eine logarithmische Verdiinnung der Probe zur Basis 2 hergestellt, indem jeweils
100 pul aus der ersten in die zweite Kavitét, usw., iiberfiihrt und gemischt wurde. Zusétzlich
wurden eine Positiv- und Negativkontrolle mit entsprechenden Pferdeseren aus dem Institut
fiir Virologie sowie eine Virus- und Zellkontrolle mitgefiihrt. In jede Kavitdt wurden
anschlieBend 100 pl einer, auf 10’ PFU/ml eingestellten, Virussuspension hinzu pipettiert.
Nach einer einstiindigen Inkubation im Feuchtbrutschrank bei 37 °C und 5% CO, wurden in
jede Kavitit ca. 5 x 10* equine Dermalzellen pro ml in EDM/5% FCS-Medium dazugegeben,
fir eine weitere Stunde im Feuchtbrutschrank bei 37 °C und 5% CO, inkubiert und
anschlieBend mit 400 ul CMC-Weichagar pro Kavitit iiberschichtet, um eine extrazelluldre
Virusausbreitung zu verhindern. Es folgte eine weitere Inkubation fiir drei Tage bei 37 °C und
5% CO; im Feuchtbrutschrank. Enthielt die Probe keine virusneutralisierenden Antikorper, so
konnten sich jetzt die Viren in den Zellen vermehren und die typischen Plaques im Zellrasen
verursachen. Nach der dreitdgigen Inkubation wurden die 24-Lochplatten mit
4% Formalin/PBS fixiert und mit anschlieBender Giemsafarbung unter dem Lichtmikroskop
(Olympus, Hamburg / Modell: CK2) ausgewertet. Die Verdiinnungsstufe der Probe wird als
Antikorpertiter angegeben, bei der im Vergleich zur Viruskontrolle eine Plaquereduktion um

50% stattfand. Ein Antikorpertiter > 1:10 wurde als auffillig bewertet.
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3.2.3.3 Indirekter Immunfluoreszenztest (IFT)

1% Triton/PBS:

Triton 100 10 ml

PBS ad 1000 ml
4% Formalin/PBS
PBS/1% FCS

Ziege-Anti-Pferd-IgG (H+L) -Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) -Konjugat

Hierfiir mussten zundchst ca. 1 x 10 equine Dermalzellen in den Kavititen einer
96-Lochplatte mit Flachboden angeziichtet und anschlieBend mit einer auf 10° PFU/ml EDM
(0,1 MOI/Loch) eingestellten Virussuspension infiziert werden. Nach einer Inkubation im
Feuchtbrutschrank bei 37 °C und 5% CO; fiir drei Tage wurden die infizierten equinen
Dermalzellen mit 4% Formalin/PBS fixiert und bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung
gelagert. Vor der Nutzung musste der Formalin/PBS-Uberstand abgegossen und die Zellen
wurden anschlieBend mit 1% Triton/PBS fiir 30 min. bedeckt, um die Zellmembranen
aufzuschlieBen und somit die Antigene fiir die Antikérper zugénglich zu machen.
Anschliefend wurde mit PBS/1% FCS gewaschen. Die Plasmaproben wurden zundchst
separat in einer 96-Lochplatte logarithmisch zur Basis 2 verdiinnt. Hierfiir wurde in jede
Kavitdt 100 ul PBS/1% FCS vorgelegt, wobei in der ersten Kavitdt 180 ul PBS/1% FCS mit
20 pl Probenplasma versetzt wurde und daraus mit jeweils 100 pl die Verdiinnung in den
folgenden Kavitdten hergestellt wurde. Eine Positiv- und Negativkontrolle wurde mit
bekannten Pferdeseren aus dem Institut fiir Virologie mitgefiihrt. Aus jeder Verdiinnungsstufe
wurden 40 ul in jede Kavitdt der vorbereiteten 96-Lochplatte pipettiert und anschlieBend fiir
eine Stunde im Feuchtbrutschrank bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. In dieser Zeit haben
moglicherweise vorhandene Antikdrper an das Antigen binden konnen. Die ungebundenen
Antikorper wurden nach der Inkubation durch dreimaliges Waschen mit PBS/1% FCS
entfernt. Durch Zugabe von 40 pl Ziege-Anti-Pferd-Ig G (H+L)-FITC-Konjugat (Verdiinnung
1:100 [Dianova, Hamburg]) und einer weiteren Inkubationsstunde im Feuchtbrutschrank bei
37 °C und 5% CO; konnten gebundene Antikdrper von der Probe durch die Bindung der
Anti-Spezies-Antikorper detektiert werden. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit
PBS/1% FCS und Zugabe von 50 ul destillierten Wassers (Aqua bidest.) erfolgte die
Auswertung der Platten unter dem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 100 [Carl Zeiss,

Oberkochen]). Der Antikorpertiter wurde in der Verdiinnungsstufe angegeben, bei der noch
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ein deutlich fluoreszierendes Signal sichtbar war. Ein Antikorpertiter galt als auffallig bei

einer Verdiinnungsstufe > 1: 2560.

3.2.4 Zellkultur-Methoden
3.2.4.1 Isolierung von equinen PBMC aus EDTA-Blut mittels Dichtegradientenzentrifugation

Biocoll Seperating Solution, Dichte 1,077 g/ml (Biochrom AG, Berlin)
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS) pH 7,4 / DEPC behandelt

Na Cl 137 m Molar (8,00 g)
KCl 2,7 m Molar (0,20 g)
Na,HPO, ' H,O 8,0 m Molar (1,42 g)
KH,PO4 1,8 m Molar (0,24 g)
Aqua bidest. ad 11

DEPC (0,1 %) 1 ml

Fiir die Gewinnung von ausreichend peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC) wurden
zu jedem Untersuchungszeitpunkt 2 x 30 ml Pferdevollblut in 10 ml EDTA-Vacutainer-
Rohrchen (Becton Dickinson, Heidelberg) entnommen. Nach der Blutentnahme wurde das
gerinnungsgehemmte Vollblut unmittelbar bis zur Verarbeitung, maximal 24 Stunden nach
der Gewinnung, bei 4 °C kiihl gelagert.

Da der Abbau der zelluldiren RNA bereits bei geringen physikalischen Einfliissen eintreten
kann, wurden alle Arbeitsschritte moglichst schonend und ziigig ausgefiihrt, um eine
quantitative und qualitative RNA-Ausbeute zu gewihrleisten.

Die Vollblutproben wurden zur Abtrennung des Blutplasmas fiir 15 Minuten bei 1900 UpM
(Minifuge 2 [Heraeus Christ, Osterode]) und 4 °C zentrifugiert. Der ,,Buffy Coat™ ist die
Grenzschicht zwischen roten Blutkorperchen und dem Blutplasma, die entsteht, wenn man
Blut mit einem Gerinnungshemmer versetzt und zentrifugiert. Der ,,Buffy Coat™ besteht
hauptsdchlich aus Leukozyten und Thrombozyten, er macht nur etwa ein Prozent der
Blutprobe aus. Zunichst wurde das Blutplasma vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und
fiir serologische Untersuchungsmethoden aufbewahrt. AnschlieBend wurde die ,,Buffy Coat*-
Bande grofBziigig abpipettiert und in ein neues 15 ml Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Die
,Buffy Coat’s* aus dem Vollblut wurden im Verhiltnis 4 : 1 mit PBS (DEPC behandelt)

verdiinnt. Fiir die Dichtegradientenzentrifugation wurde das ,,Buffy Coat“/PBS-Gemisch
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vorsichtig auf ein 15 ml Biocoll-Kissen (Dichte 1,077 g/ml [Biochrom AG, Berlin])
geschichtet und fiir 20 Minuten bei 2000 UpM (Minifuge 2 [Heraeus Christ, Osterode]) und
10 °C zentrifugiert. Die Zellen wurden nach ihren Dichtegradienten getrennt. Die peripheren
mononukledren Blutzellen wurden von den sonstigen Blutzellen abgetrennt und waren als
grau-weille Bande zwischen dem gelblich-durchsichtigen Plasma und der farblosen Biocoll-
Schicht sichtbar. Unterhalb der Bicoll-Schicht sammelten sich die Erythrozyten und
Granulozyten (Abb. 8).

Plasma
PBS q
Thrombozyten
,,Buffy Coat* PBMC >
Biocoll-Schicht ——»
Erythrozyten (1,077 g/ml)
Erythrozyten )
(-Rest)
Schritt 1: Zentrifugation Schritt 2: Dichtegradientenzentrifugation

Abbildung 8: Schichtung Gradientenzentrifugation

Die PBMCs wurden grof3ziigig mit einer Pasteurpipette abgesaugt und in ein neues 15 ml
Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Durch Zugabe von 10 ml PBS (DEPC) wurden die PBMCs
gewaschen und fiir 10 Minuten bei 1600 UpM (Minifuge 2 [Heraeus Christ, Osterode]) und
4 °C zentrifugiert. Das resultierende Zellpellet wurde in 1 ml PBS (DEPC behandelt)

resuspendiert, die Zellzahl bestimmt und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.
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3.2.4.2 Ermittlung der Zellzahl

Um die Zellzahl zu ermitteln wurde aus den resuspendierten PBMCs eine 1:10 Verdiinnung
mit PBS angelegt. Die Auszidhlung der Zellen erfolgte unter dem Lichtmikroskop (Modell:
CK 2 [Fa. Olympus, Japan]) in einer Neubauer-Zihlkammer. Die Vitalitit der Zellen wurde
an der glasigen, runden Struktur beurteilt. Es zeigte sich stets eine bis zu 100%ige Vitalitét.

Die Neubauer-Zahlkammer besteht aus 4 Gruppenquadraten, die in 4 x 4 Kleinstquadrate mit
je 0,05 mm Kantenlinge und mit je 0,0025 mm” Fliche eingeteilt sind. Fiir die Ermittlung der
Zellzahl wurden je zwei Gruppenquadranten ausgezédhlt und daraus der Mittelwert gebildet.
Durch Multiplikation dieses Wertes mit einem Multiplikationsfaktor (Kehrwert des Produktes
aus Quadratfliche [1 mm?] und Kammerhohe [0,]1 mm]; konstanter Faktor = 10) und der

eingesetzten Verdliinnung erhélt man die Zellzahl pro Volumeneinheit [ml].

3.2.4.3 In vitro Stimulation der equinen PBMCs

RPMI 1640 Medium (Rosewell Park Memorial Institute Medium 1640):
RPMI 1640 Medium-Pulver fiir 1 Liter

NaHCO; 2g
Penicillin G 0,02 ¢
Streptomycinsulfat 0,02 ¢g
Aqua bidest ad 11
pH 7,2

RPMI + 10% FCS + 1% Penicillin/Streptomycin
PBS (Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung):

NaCl 137 m Molar (8,00 g)
KCl 2,7 m Molar (0,20 g)
Na,HPO, * 2H,0 8,0 m Molar (1,42 g)
KH,PO4 1,8 m Molar (0,24 g)
Aqua bidest. ad 11

pH 7,4

Concavalin A (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

Eine unspezifische Stimulation der PBMCs mit dem Mitogen Concavalin A ermdglicht es, die

Zellen zu einer vermehrten Zytokinproduktion anzuregen. Bei dem Mitogen Concavalin A
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handelt es sich um ein Lektin der Jack-Bohne (Canvalia ensiformis), welches vor allem die
Lymphozyten unspezifisch stimuliert. Lektine sind so genannte Phythdmagglutinine, die das
Wachstum und die Differenzierung bestimmter Zellen fordern kénnen.

Nach der Isolation der PBMC (siehe 3.2.4.1) und Ermittlung der Zellzahl (sieche 3.2.4.2)
wurden ca. 2 x 10° Zellen/ml und Kavitit in einem Vierfachansatz auf einer 24-Lochplatte
eingesetzt. Hierfiir wurden die PBMCs in je 1ml RPMI+ 10% FCS + 1% Penicillin/
Streptomycin pro Kavitdt in der Menge eines Vierfachansatzes zunéchst in einem 15 ml
Zentrifugenrohrchen aufgenommen. AnschlieBend erfolgte die Stimulation mit 3 pg/ml
Concavalin A. Die entsprechende Concavalin A Menge ist in einer 1:10 Verdiinnung unter
sofortigem vorsichtigem Schwenken dazu gegeben worden. Nach der Stimulation wurden die
PBMCs zu je 1 ml RPMI-Medium als Vierfachansatz auf die 24-Lochplatte aufgetragen.
Zusitzlich wurde eine nicht stimulierte PBMC-/ Mediumkontrolle als Vierfachansatz
mitgefiihrt. Die PBMCs wurden schlieBlich im Feuchtbrutschrank bei 37 °C und 5% CO,
inkubiert und 24 Stunden nach der Stimulation geerntet. Fiir die Zellernte wurden alle PBMCs
aus dem Vierfachansatz in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen gesammelt, zentrifugiert bei
1600 UpM (Minifuge 2 [Heraeus-Christ, Osterode]) fiir 5 Minuten bei 10 °C, mit 10 ml PBS
gewaschen und erneut unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
1 ml PBS gelost, die Zellzahl wie unter Punkt 3.2.4.2 ermittelt und in einem 1,5 ml
Reaktionsgefal3 pelletiert und bis zur Extraktion der RNA bei -70 °C gelagert.

3.2.5 Molekulargenetische Methoden
3.2.5.1 Extraktion der RNA
3.2.5.1.1 Vorbereitung von Materialien und Reagenzien fiir die Arbeit mit RNA

Die RNA ist sehr empfindlich gegeniiber dem Verdau durch RNasen. RNasen sind Enzyme,
die von jedem Organismus gebildet werden. Sie sind sehr stabil und bendtigen, im Gegensatz
zu den DNasen, keine Cofaktoren wie Mg>" um aktiv zu sein. Aus diesem Grund wurden
bevorzugt DNase-/RNase-freie, sterile Einmalmaterialien und Reagenzien verwendet.
Glaswaren hingegen wurden iiber Nacht bei 180 °C gebacken (Sambrook et al. 1989). Andere
Utensilien, die keine hohen Temperaturen vertragen, wurden mit DEPC-behandeltem Wasser
inkubiert. Zur Herstellung von RNase-freiem destilliertem Wasser oder selbst angefertigten
Puffern wurden diese mit 0,1% Diethylpryocarbonat (DEPC [Sidma-Aldrich, Saint-Louis])
versetzt, liber Nacht bei 37 °C inkubiert und anschlieBend zur Inaktivierung des DEPC fiir
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15 Minuten autoklaviert. Das DEPC bindet an primére und sekundire Amine, wodurch die

Aktivitdt der RNasen zerstort wird (Sambrook et al. 1989).

3.2.5.1.2 RNA-Extraktion aus Zellkulturen und PBMC (in vitro und ex vivo)

Chloroform (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
75% Ethanol (ad mit Aqua bidest. DEPC-behandelt)
Isopropanol

Nuklease-freies Wasser (Promega, Mannheim)

Trizol® Reagent (Invitrogen, Karlsruhe)

Fiir die RNA-Gewinnung aus den isolierten PBMCs (siche 3.2.3.1) wurden ca. 2 x 10’ in
1 ml PBS (DEPC) verdiinnte Zellen in RNase-freie 1,5 ml Reaktionsgefdfie fiir 15 Sekunden
bei 10.000 UpM (Centrifuge 5403 [Eppendorf, Wesseling-Berzdorf]) und 20-25 °C pelletiert.
Nach der Beschreibung des Herstellerprotokolls von Trizol® Reagent (Invitrogen, Karlsruhe)
wurde das Zellpellet nach sorgfiltiger Abnahme des Uberstandes in 1 ml Trizol® Reagent
aufgenommen und lysiert. Nach fiinfminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde in jedes
ReaktionsgefdB 200 pl Chloroform (Sigma-Aldrich, Steinheim) dazu gegeben, fiir
20 Sekunden kréftig von Hand geschiittelt und 2-3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Die anschlieBende Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 11.000 UpM und 4 °C (Centrifuge 5403
[Eppendorf, Wesseling-Berzdorf]) ergab folgende Schichtung des Rohrchens:

RNA-Schicht—p|

Interphase ———»

Triozol

Abbildung 9: Schichtung RNA-Praparation

Die wissrige, RNA-haltige Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues 1,5 ml

Reaktionsgefdl {berfiihrt. Nach der Zugabe von 500 pl Isopropanol wurden die
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Reaktionsgefale leicht geschwenkt, 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und erneut fiir
10 Minuten bei 11.000 UpM und 4 °C (Centrifuge 5403 [Eppendorf, Wesseling-Berzdorf])
zentrifugiert. Die zelluldre Gesamt-RNA war als Pellet nun in der Regel sichtbar und wurde
nach dem Dekantieren des Uberstandes durch Zugabe von 1 ml 75% Ethanol gewaschen.
Nach kurzem Schiitteln erfolgte eine Zentrifugation fir 5 Minuten bei 11.000 UpM
(Centrifuge 5403 [Eppendorf, Wesseling-Berzdorf]) und 4 °C. Der Uberstand wurde
abgegossen und das RNA-Pellet luftgetrocknet. Die Gesamt-RNA wurde in 40 pl
Nuklease-freiem Wasser resuspendiert, fiir 10 Minuten bei 55-60 °C im Wasserbad inkubiert,
anschlieBend fiir 5 Minuten auf Eis gehalten und nach der Konzentrationsbestimmung der

Gesamt-RNA im Spectrophotometer (Schimadzu, Japan) bei -70 °C eingefroren.

3.2.5.1.3 Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des UV-VIS
Spectrophotometers (Schimadzu, Japan). Hiefiir wurde zundchst aus der RNA-Probe eine
1:100 Verdiinnung fiir die Vermessung angelegt. Die RNA-Konzentrationsbestimmung
erfolgte bei einer Wellenlédnge von 260 nm. Als zusétzliche Qualitdtskontrolle wurde parallel
die Absorption bei 280 nm Wellenldnge gemessen. Aus dem Verhiltnis der OD bei 260 nm
und der OD bei 280 nm erhélt man aulerdem eine Aussage liber die Reinheit der Préparation.
Ist der Koeffizient kleiner als 1,8 bis 2 ist die Préparation mit Protein, genomischer DNA oder
aromatischen Substanzen kontaminiert.

Die Angabe der RNA-Konzentration erfolgte in pg RNA/ml und wurde berechnet durch
Multiplikation mit dem Korrektur-Faktor 4000, unter Beriicksichtigung der eingesetzten

Verdiinnung.

3.2.5.1.4 RNA-Qualitatskontrolle mittels denaturierender Formaldehyd-

Agarosegelelektrophorese

Laufpuffer (10 x konzentriert):

MOPS 0,2 Mol (21 g)
250 mM EDTA-Stocklésung 10 m Molar (20 ml)
Na-Acetat 0,1 Mol (3,4 g)

Aqua bidest. (DEPC behandelt) ad 500 ml
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pH 7 (mit Eisessig einstellen)
Probenpuffer I (Denaturierungspuffer):

10 x Laufpuffer 50 pul

Formaldehyd (37%) 50 pul

Formamid (deionisiert) ad 250 ul
Probenpuffer II:

10 x Laufpuffer 4 ml

100% Glycerol 10 ml

Aqua dest. (DEPC behandelt) ad 20 ml

Bromphenolblau Spatelspitze
Ethidiumbromid in Aqua bidest. (DEPC behandelt)
Formaldehyd (37%)

Aqua bidest. (DEPC behandelt)

Die RNA-Agarosegelelektrophorese wurde in einer horizontalen Elektrophoresekammer (Owl
Separation Systems, Portsmouth) durchgefiihrt. Die Elektrophoresekammer und alle
dazugehorigen Utensilien wurden zundchst {iber Nacht mit DEPC behandeltem destilliertem
Wasser inkubiert. Fiir die Herstellung des Agarosegels wurden 0,75 g Agarose mit 7,5 ml
10 x Laufpuffer und 49 ml destilliertem Wasser (DEPC behandelt) versetzt und in der
Mikrowelle aufgekocht. Nach dem Abkiihlen auf ca. 70 °C erfolgte die Zugabe von 13,2 ml
Formaldehyd (37%) unter einem Abzug. Es folgte das Auftragen des Gels in die horizontale
Elektrophoresekammer. Nachdem das Gel erstarrt war, wurde die Kammer mit 1 x Laufpuffer
aufgefullt.

Maximal 9 pl der Gesamt-RNA wurden mit 9 pl Probenpuffer I und 2 ul Ethidiumbromid in
Wasser versetzt. Dieses Reaktionsgemisch wurde fiir die Denaturierung der RNA fiir
10 Minuten bei 70 °C inkubiert und anschliefend fiir 5 Minuten auf Eis abgekiihlt. Nach der
Zugabe von 2 ul Probenpuffer II erfolgte das sofortige Auftragen der Probe auf das Gel.
Zusitzlich wurde ein RNA-Leiter (RiboRuler™ RNA Ladder [Fermentas, St. Leon-Rot])
mitgefiihrt. Die Elektrophorese wurde fiir 3 Stunden mit einer Spannung von 100 Volt
durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte auf einem UV-Transluminator (Biometra, Gottingen).
Das Vorhandensein von RNA wurde durch das charakteristische Bild der ribosomalen 18 S
und 28 S RNA-Banden bestitigt. Die Qualitdtsbestimmung erfolgte anhand der Intensitdt und

Schirfe dieser Banden.
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3.2.5.2 Reverse Transkription (RT)

SuperScript ™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Karlsruhe)

Die extrahierte Gesamt-RNA aus dem Pferdeblut bzw. aus den equinen PBMCs musste
zunichst fiir die Verwendung in der quantitativen ,,Real-Time*-PCR in cDNA umgeschrieben
werden. Fiir die reverse Transkription wurde das Reagenziensystem SuperScript' ™ First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers
verwendet. Die mRNA ist charakterisiert durch das Vorhandensein von Poly-A"-Schwinzen
und macht einen Anteil von ca. 1% an der Gesamt-RNA aus (Horohov et al. 1994). Um
moglichst die mRNA aus der Gesamt-RNA in cDNA umzuschreiben, wurden Oligo(dT)-
Primer, die selektiv an diese Poly-A'-Schwinze binden und in 5-Richtung die cDNA
synthetisieren, aus dem Reagenziensystem verwendet. Die in dem Reagenziensystem
enthaltene SuperScript' " II Reverse Transkriptase ist eine RNA-abhingige DNA-Polymerase
aus dem Moloney murine leukemia virus (M-MLV-RT) und besitzt eine reduzierte RNase H-

Aktivitat.

Folgender Reaktionsansatz (Tab. 6 und 7) wurde nach Herstellerangaben verwendet:

Tabelle 6: RNA-/Primer-Mix

Komponente Volumen in pl
Gesamt-RNA (<5 pg/ml) n pl
10 m Molar ANTP mix I ul
Oligo(dT) (0,5 pg/ul) 1 pl
DEPC-Wasser ad 10 pl

Tabelle 7: Reaktions-Mix

Komponente Volumen pro Probe in pl
10 x RT Puffer 2 ul
25 m Molar MgCl, 4 ul
0,1 Mol DTT 2 ul
RNaseOUT 1 ul
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Nach Zugabe der Gesamt-RNA mit dquivalenten Ausgangskonzentrationen (0,5 pg bzw. 1 pg
Gesamt-RNA) in den RNA-/Primer-Mix erfolgte nach einer fiinfminiitigen Inkubation bei
65 °C und Abkiihlung auf Eis die Zugabe von 9 pul aus dem Reaktions-Mix zu jeder Probe.
Fiir die Annealing-Reaktion wurden die Proben bei 42 °C fiir zwei Minuten inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 1 pl SuperScript'™ II Reverse Transkriptase zu jeder
Probe. Die cDNA-Synthese wurde bei 42 °C fiir 50 Minuten durchgefiihrt. Das Abstoppen der
Reaktion erfolgte durch eine 15-miniitige Inkubation bei 70 °C. Anschlielend wurden Reste
der RNA entfernt, indem 1 pul RNase H dazu pipettiert und die Proben fiir 20 Minuten bei
37 °C inkubiert wurden.

Im Rahmen der Etablierung dieser Methode wurde der Erfolg der Reaktion iiberpriift, indem
die ¢cDNA und die extrahierte RNA derselben Probe in die PCR eingesetzt und verglichen

wurden. Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.2.5.3 Primerdesign zur Etablierung einer PCR und TagMan®-PCR

Primer sind synthetisch hergestellte, einzelstrangige Oligonukleotide, die komplementir zu
einer Zielgensequenz sind und fiir die Amplifizierung den Start- und Endpunkt vorgeben.

Mit Hilfe der Datenbank des ,,National Center flir Biotechnology Information* (NCBI, 1998
[http://www.ncbi.nih.nim.gov/]) wurden fiir die Herstellung geeigneter Primer folgende

verdffentlichte Gensequenzen von Equus caballus (Hauspferd) verwendet:

Tabelle 8: Accession-Nummern

Zytokin Acc.-Nr.: Referenz

IFN-y u04050 Griining et. al (1994)

IL-2 L06009 Vandergrifft und Horohov (1993)
IL-4 AF305617 | Mauel und Steinbach (2000)
IL-10 U38200.1 Swiderski et. al (1999)

B -Aktin AF035774 | Swiderski et. al (1999)

GAPDH AF157626 | Boerboom et. al (2000)

Die Auswahl geeigneter Primersequenzen fiir die Zytokin-mRNA bzw. Zytokin-cDNA
erfolgte mit dem Computerprogramm PrimerExpress® Software (Applied Biosystems,

Darmstadt). Fiir die Herstellung entsprechender Klonierungsfragmente wurden die Primer so
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konstruiert, dass sie zundchst ein groBeres Fragment von ca. 300 bp amplifizierten. Die
Primersequenzen fiir die TagMan®-PCR lagen innerhalb dieser Fragmente. Bei der Auswahl
von Primern fiir die Zytokin-mRNA wurden drei wesentliche Punkte berticksichtigt: Lage von
Exon- und Intron-Grenzen auf der Zielsequenz, verschiedene Gensequenzen des gleichen
Zytokins und Sequenzhomologien mit anderen Genen. Um eine mRNA-spezifische
Amplifikation zu erreichen, sollte die Bindungsstelle der Primer mdglichst an der Grenze
zwischen Exon und Intron liegen. Somit wird verhindert, dass es zu einer unspezifischen
Amplifikation von unerwiinschten DNA-Sequenzen kommt. Des Weiteren ist zu beachten,
dass es unter Umstédnden verschiedene Gensequenzen fiir das gleiche Zytokin gibt. Daher ist
es wichtig, die Primer auf eine entsprechend homologe Sequenz zu generieren. Die
Primersequenzen wurden iiber ein so genanntes ,Alignment* auf eine mdgliche
Sequenzhomologie mit anderen bekannten Gensequenzen liberpriift, um auszuschlieen, dass
moglicherweise eine falsche Sequenz amplifiziert wird. Hierbei galt es insbesondere die
teilweise vorhandene Sequenzhomologie zwischen dem equinen Interleukin-10 und dem
EHV-2-IL-10 zu beachten.

Unter Beriicksichtigung dieser wesentlichen Kriterien fiir das Primerdesign wurden dariiber
hinaus noch folgende Grundlagen bedacht: Die Linge der Primer sollte 20-30 Basen betragen.
Mit der Lange des Primers wichst die Schmelztemperatur linear. Die Schmelztemperatur ist
die Temperatur, bei der sich die Primer von der Template-DNA 16sen, d.h. unterhalb dieser
Temperatur hybridisieren sie mit der Template-DNA durch Ausbildung von
Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den komplementdren Basen. Die Schmelztemperatur
hingt allerdings auch von der Nukleotidzusammensetzung ab. Sie ist umso héher, je grofer
die Anzahl an Guanin (G) und Cytosin (C) ist, da G-C-Basenpaarungen durch drei
Wasserstoffbriicken stabilisiert werden. Um ausreichend hohe Annealing-Temperaturen zu
gewdhrleisten, sollte die Schmelztemperatur zwischen 55 und 60 °C liegen und fiir die
Primerpaare dhnlich hoch sein. Der GC-Gehalt innerhalb eines Primers sollte hoher sein als
der Adenin (A)-, Thymidin (T)-Gehalt, um eine festere Bindung an die Template-DNA durch
Ausbildung von Dreifachwasserstoffbriickenbindungen zwischen G und C, anstelle von einer
zweifachen zwischen A und T, zu gewéhrleisten. Das Primerpaar sollte keine
komplementiren Basensequenzen, vor allem an dem jeweiligen 3'-Ende zueinander
aufweisen, um die Amplifikation von Primerdimeren zu vermeiden. Ebenfalls sind Bereiche
zu vermeiden, die eine interne Sekunddrstruktur, eine so genannte Haarnadelstruktur,

zulassen.
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Nicht nur das Primerdesign, sondern auch die Primereigenschaften, wie Haarnadelstrukturen,
wurden mit dem Computerprogramm PrimerExpress (Applied Biosystems, Darmstadt)
tiberpriift.

Fiir die Etablierung der PCR wurden die Primer in einer Konzentration von 20 p Molar
eingesetzt und unter den nach 3.2.4.4 beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt. Die
ausgewdhlten zytokinspezifischen Primerpaare wurden mit cDNA und genomischer DNA
getestet. Die Primerpaare erwiesen sich als spezifisch, wenn sich bei der cDNA eine Bande in
der zu erwartenden Fragmentgrofle auf dem Agarosegel darstellte, wihrend die genomische
DNA nicht amplifiziert wurde und somit keine Bande auf dem Agarosegel sichtbar war.

Die Primer fiir die TagMan®-PCR wurden in einer Konzentration von 10 p Molar verwendet.

3.2.5.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) kam im Rahmen dieser Arbeit zum Einsatz, um eine
exponentielle Vervielfaltigung von definierten DNA-Sequenzen herzustellen, die zu einem
der Uberpriifung der cDNA-Qualitit (B-Aktin-PCR) diente und zum anderen zur Synthese
von definierten DNA-Fragmenten fiir die Klonierung genutzt wurde.

Fiir die Synthese des komplementiren DNA-Stranges wurde die hitzestabile Tag-DNA-
Polymerase (5 units/ul [Quiagen, Hilden]) verwendet. Nach der Denaturierung bei 94 °C
folgte das Annaeling bei den primerspezifischen Temperaturen (siehe Tab. 10). Die
Elongation fand im Temperaturoptimum der Taq-Polymerase bei 72 °C statt. Hierbei
synthetisierte das DNA-abhéngige Enzym von 5” in 3’- Richtung an der einzelstringigen
Template-DNA. Als weitere Substrate wurden Desoxyribonukleinsdure-Triphosphate
(dNTPs, 2,5 m Molar [Bioline GmbH, Luckenwalde]) und 10 x PCR-Reaktionspuffer mit
15 m Molar MgCl, (Quiagen, Hilden) sowie Nuklease-freies Wasser (Promega, Mannheim)
benotigt.

Mit jedem PCR-Ansatz wurden eine Negativ- (Substanz- und Préparationskontrolle) und eine
Positivkontrolle mitgefiihrt. Als Positivkontrolle diente das PCR-Produkt, das eine positive
Amplifikation in der zu erwartenden Fragmentgrof3e mit den jeweiligen Primern aufwies. Zu
einem spéteren Zeitpunkt wurde die Positivkontrolle kloniert und per Sequenzierung die

korrekte Zytokin-mRNA Sequenz iiberpriift und bestatigt.

59



Material und Methoden

Nach Beendigung des PCR-Laufes erfolgte eine analytische Agarosegelelektrophorese (siche
3.2.5.5). Hierbei wurde jedes Mal ein DNA-Leiter (Hyperladder I, 100 bp [Bioline,

Luckenwalde]) mit aufgetragen, um Fragmentgrof3e und —konzentration abzuschétzen.

3.2.5.4.1 B-Aktin-PCR zur Uberpriifung der cDNA-Qualitit

Zur Préparationskontrolle der unter 3.2.5.1.2 beschriebenen RNA-Extraktion und der daraus
resultierenden cDNA-Synthese (siehe 3.2.5.2) kann der Nachweis von [B-Aktin dienen.
Das B-Aktin-Gen ist in allen eukaryotischen Zellen enthalten und wird als hoch konserviertes
Zellstrukturprotein von allen Zellen gebildet (Shankar et al. 1992). Es wird auch als
Housekeeping Gen bezeichnet, da die Expression des Zellstrukturproteins nicht reguliert wird
und somit konstant ist. Demzufolge ist ein positiver Nachweis von B-Aktin ein Indikator fiir
die Qualitdt und Quantitit der durchgefiihrten RNA- bzw. cDNA- Priparationen. Zur
Kontrolle, ob erfolgreich RNA bzw. cDNA pripariert werden konnte, wurde stichprobenartig
die B-Aktin-PCR durchgefiihrt. Das Gesamtvolumen des PCR-Reaktionsansatzes von 50 ul
wurde durch Substitution einer entsprechenden Menge Nuklease-freien Wassers erreicht.

Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

S5ul 10 x Reaktionspuffer
5ul dNTPs

1,5 ul Primer A

1,5 pl Primer B

0,3 ul Taq-Polymerase

2 ul cDNA

Die B-Aktin-PCR wurde mit 44 Amplifikationszyklen in einem Wasserbadcycler
(Thermocycler 60 [Bio-med, Theres]) durchgefiihrt.

Die spezifischen Oligonukleotidprimer (Tab. 9) fiir die B-Aktin-PCR wurden bereits im
Institut fiir Virologie erfolgreich etabliert und fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 9: B-Aktin-Primersequenzen

Primer | Sequenz Fragmentgrofle
A 5'- GTGTGGTGCCAAATCTTCTCC -3°
B 5'- GCGCTCGTCGTCGACAACGG -3° 248 bp
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Die Bedingungen fiir die PCR sind im Folgenden aufgelistet:

Initiale Denaturierung: 4 Minuten bei 94 °C
Denaturierung: 2 Minuten bei 94 °C
Annealing: 2 Minuten bei 56 °C
Elongation: 2 Minuten bei 72 °C
Finale Elongation: 10 Minuten bei 72 °C
Anzahl der Zyklen: 44

Der Nachweis von B-Aktin gelang in allen Stichproben.

In der Abbildung 10 sind exemplarisch die Amplifikate der -Aktin-PCR abgebildet.

M1 23456738

1-6 = cDNA-Proben

feea & “— 248bp

M = DNA-Leiter (100 bp)

7 = Priparationskontrolle
8 = Substanzkontrolle

Abbildung 10: Amplifikate der -Aktin-PCR

3.2.5.4.2 Synthese definierter cDNA-Sequenzen fiir die Klonierung

Mit Hilfe dieser PCR wurden Teilstiicke der equinen Zytokin-DNA-Sequenzen amplifiziert

und anschlieend kloniert. Der Reaktionsansatz enthielt jeweils ca.

100 ng cDNA. Die

entsprechenden Primerpaare sind so konstruiert, dass fiir die Klonierung ein groferes

Fragment hergestellt wurde. Innerhalb dieses Fragmentes wurde dann mittels TagMan®-PCR

ein etwas kleinerer Bereich mit entsprechenden Primerpaaren

nachgewiesen. Die

Reaktionsansdtze bestanden aus 20 p Molar eines jeden Primers und wurden nach folgendem

Schema pipettiert:
Sul 10 x Reaktionspuffer
5ul dNTPs
1 ul Primer F
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I ul
0,3 ul
2 ul

Die Primersequenzen wurden bereits unter dem Punkt 3.1.2 aufgefiihrt. Aus der Tabelle 10
konnen die entsprechenden Reaktionsbedingungen fiir die PCR in dem Heizblockcycler
(UNO-Thermoblock™ [Biometra, Géttingen]) entnommen werden. Die PCR-Bedingungen
bestanden aus einer initialen Denaturierung fir 4 Minuten bei 94 °C. Es folgten 35
Amplifikationszyklen mit einer Denaturierung fiir 30 Sekunden bei 94 °C, einem Annealing
fiir 30 Sekunden bei primerspezifischen Temperaturen und einer Elongation fiir 30 Sekunden

bei 72 °C. Nach Beendigung der Zyklen schloss sich eine finale Elongation fiir 10 Minuten

bei 72 °C an.

Primer R

Tag-Polymerase

cDNA

Tabelle 10: PCR-Reaktionsbedingungen fiir die Klonierungsamplifikate

Primer Zytokin Annealing- Zyklenanzahl | Fragmentgrof3e
Temperatur

EqIFNg-228F / | Equines 54 °C 35 293 bp

EqlFNg-566R | Interferon-y

EqIL-2-25F / Equines 59 °C 35 338 bp

EqlL-2-362R Interleukin 2

EqIL-4-15F / Equines 57°C 35 318 bp

EqlL-4-332R Interleukin 4

EqIL-10-217F / | Equines 56 °C 35 324 bp

EqIL-10-519R | Interleukin 10

Fiir die Herstellung der Amplifikate der Housekeeping Gene -Aktin und GAPDH wurden

folgende PCR-Bedingungen verwendet:

Aktivierung der Polymerase:

Initiale Denaturierung:

2 Minuten bei 50 °C
10 Minuten bei 95 °C
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Denaturierung:

Annealing / Elongation:

Anzahl der Zyklen:

15 Sekunden bei 95 °C
1 Minute bei 60 °C
40
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Die verwendeten Primer sind der Tabelle 11 zu entnehmen. Die Primersequenzen wurden

bereits unter dem Punkt 3.1.2 aufgefiihrt.

Tabelle 11: Primer Housekeeping Gene

Primer Zytokin Fragmentgrofle
Eqg-betaAktin-F / | Equines B-Aktin | 94 bp

Eqg-betaAktin-R
Eq-GAPDH-F/ | Equines GAPDH | 128 bp
Eq-GAPDH-R

3.2.5.5 Analytische Agarosegelelektrophorese der DNA-Fragmente

TAE-Puffer (10x)

Tris 0,4 Mol (48,5 g)

Na-Acetat 0,06 Mol (4,13 g)

EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat, pH 7,9 0,01 Mol (3,7 g)

Aqua bidest. ad 11
Probenpuffer

0,25% Bromphenolblau (w/v) 250 mg

15% Biocoll (Dichte 1,077) (w/v) I5¢g

Aqua bidest. ad 100 ml

Ethidiumbromidlosung (10 mg/ml)
TAE-Laufpuffer (1x)

10 x TAE-Puffer 200 ml
Ethidiumbromidlosung 80 ul
Aqua bidest. ad 21

Mit der horizontalen Agarosegelelektrophorese kann man einerseits die Grofle von
DNA-Fragmenten und andererseits die Konzentration von DNA bestimmen. Die DNA-
Fragmente wandern unter Anlegen einer elektrischen Spannung, abhéngig ihres
Ladungszustandes und ihrer Grof3e, unterschiedlich weit von einem negativ geladenen Pol zu

einem positiv geladenen Pol. Je nach Grofe des zu erwartenden DNA-Fragments wurden
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Standard-Agarosegele (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) in einer Konzentration von 0,7% bis
1,5% in 1 x TAE-Laufpuffer, versetzt mit Ethidiumbromid (Endkonzentration: 0,4 pg/ml),
verwendet. Die Agarose wurde in einer Mikrowelle durch kurzes Aufkochen verfliissigt,
anschlieBend leicht abgekiihlt und in eine horizontale Gelkammer gegossen. Nach dem
vollstindigen Erstarren des Gels wurde die Gelkammer mit 1 x TAE-Laufpuffer aufgefiillt.
Aus dem PCR-Ansatz wurden 15 ul des PCR-Produktes mit 2 ul Probenpuffer versetzt und in
die Gelslots aufgetragen. Zusétzlich wurde ein DNA-Léngenstandard (Hypperladder I, 100 bp
[Bioline, Luckenwalde]) zur Ermittlung der Fragmentgrofle und —konzentration mitgefiihrt.
Die Elektrophorese wurde ca. 1 Stunde mit einer Spannung von 100 V (Power Supply
[Pharmacia, Freiburg]) durchgefiihrt, das Agarosegel anschlieBend auf einem
UV-Transluminator (Biometra, Gottingen) ausgewertet und das Ergebnis mit einer Polaroid-

Sofortbildkamera (Polaroid Film 667) dokumentiert.

3.2.5.6 Klonierung und Sequenzierung
3.2.5.6.1 Préparative Agarosegelelektrophorese und DNA-Isolierung

1 x TAE-Laufpuffer

Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml)

Probenpuffer

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Mannheim)

Die PCR-Amplifikate wurden wie unter dem Punkt 3.2.5.4.2 hergestellt und mittels der
préparativen Agarosegelelektrophorese aus dem Agarosegel isoliert. Die elektrophoretische
Auftrennung der PCR-Amplifikate erfolgte, wie unter dem Punkt 3.2.5.5 beschrieben, unter
Verwendung von 0,9%iger Standard-Agarose (Carl Roth, Karlsruhe), bei 100 V fiir 30 bis 45
Minuten. Der gesamte 50 ul Reaktionsansatz (3.2.5.4.2) des PCR-Produktes wurde mit 5 pl
Probenpuffer versetzt und in entsprechend groBe Slots in dem Gel aufgetragen. Die
Praparation des PCR-Produktes erfolgte auf dem UV-Transluminator (FLX-20M [Biometra,
Gottingen]) mit 70%iger Leistung. Die PCR-Amplifikate wurden mittels steriler
Einmalskalpelle (Ratiomed, Megro GmbH, Wesel) aus dem Gel herausgeschnitten und in
DNase-/RNasefreie ReaktionsgefiaBe (Carl Roth, Karlsruhe) tiberfiihrt.

Anschliefend wurden die PCR-Amplifikate aus dem Gel mit dem Wizard® SV Gel and PCR

Clean-Up System (Promega, Mannheim) aufgereinigt und isoliert. Die Isolierung fand
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entsprechend der Herstellerangaben statt. Durch Zugabe einer speziellen ,,Membran Binding
Solution* (salzhaltiger Puffer) konnten die Nukleinsduren durch Entzug ihrer Hydrathiillen an
eine spezielle Membran gebunden werden. Nach zweimaligem Waschen mit einer ,,Membran
Wash Solution* wurde das Salz der ,,Membran Binding Solution* entfernt und anschlieBend
wurde die DNA in Nuklease-freiem Wasser eluiert.

Der Erfolg der DNA-Isolierung wurde mittels einer Kontroll-Agarosegelelektrophorese
iiberpriift. Hierfiir wurden mindestens 50 ng DNA eingesetzt. Nach Angaben des Herstellers
werden bei DNA-Grofen von ca. 100 bp bis 500 bp ca. 84% bis 89% der DNA aufgereinigt.
Unter Beriicksichtigung der DNA-Verluste wurden 15 pl aus der Gelaufreinigung mit
2 ul Probenpuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die Bedingungen fiir die
Gelelektrophorese entsprachen den oben genannten. Durch Abschitzung der Leuchtstirke der
gewiinschten Bande erfolgte die Berechnung der DNA-Konzentration fiir den

Ligationsansatz.

3.2.5.6.2 Ligation

pGEM®-T Easy Vector System (Promega, Mannheim)

Bei der Ligation wird das zuvor extrahierte PCR-Fragment (Insert) in einen Plasmid-Vektor
eingeschleust.

Die isolierte DNA (3.2.5.6.1) wurde in das pGEM®-T Easy Vector System (Promega,
Mannheim) nach Angaben des Herstellers in die Ligation eingesetzt. Das optimale Insert-
Vektor-Verhiltnis liegt bei 3 : 1. Die Berechnung der einzusetzenden Insertmenge erfolgte

anhand folgender Formel:

50 ng Vektor x Fragmentgrofe [bp] des gewlinschten Inserts

Insertmenge [ng] =
3,0 kb Vektor x 3

Fir jede isolierte DNA wurden zwei verschiedene Insertkonzentrationen in die Ligation
eingesetzt. Zusitzlich wurden eine Positiv-Kontrolle mit einem Kontroll-Insert (542 bp) des
Herstellers und eine Negativ-Kontrolle mitgefiihrt. Der Ligationsansatz wurde {iber Nacht bei
4 °C inkubiert.

Folgendes Pipettierschema wurde verwendet:
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Tabelle 12: Pipettierschema Ligationsansatz

(3 Weiss units / pul)

Komponenten Probe Probe Positiv- | Negativ-
Konz. 1 Konz. 2 Kontrolle | Kontrolle

2 x Rapid Ligation Buffer, T4 S5ul S5ul 5ul 5ul

DNA Ligase

Deionisiertes Wasser ad 10 pl 2 ul -- 1 ul 3ul

Kontroll Insert DNA -- -- 2 ul --

(4 ng/pl)

PCR-Produkt (Probe) I ul 3ul -- --

pGEM-T Easy Vektor (50 ng) 1 ul 1 pl 1 pul 1 ul

T4 DNA Ligase 1 ul 1 ul 1l Il

3.2.5.6.3 Transformation

Epicurian Coli® SoloPack®™ Gold Supercompetent Cells (Stratagene, Amsterdam)

Ampicillin 20 mg/ml Stammldsung, sterilfiltriert

LB-Agarplatten

LB Broth, Miller (Luria-Bertani) 200 ml

Agar Noble
NZY-Medium, pH 7,5

NZ amine

Hefeextrakt

NaCl

Aqua bidest.

Zur Vorbereitung der Bakterienkulturschalen wurde zunichst das LB Broth, Miller Medium
(Difco, Michigan) nach Herstellerangaben zubereitet und sofort autoklaviert. Durch Zugabe
von 3 g Agar Noble in 200 ml LB Broth Losung wurde ein 1,5%iges Agar hergestellt. Zum
Gielen der Bakterienkulturschalen erfolgte ein Aufkochen von 200 ml LB-Agar, Abkiihlen
auf 50 °C und Zugabe von 1 ml Ampicillin-Stammlosung (20 mg/ml). In jede 10-cm-

66

3g

10g
5g
58
ad 11




Material und Methoden

Bakterienkulturschale wurden ca. 15 ml LB-Agar gegossen, nach dem Erstarren mit Parafilm
verschlossen und bis zur Verwendung bei 4 °C aufbewahrt.

Bei der Transformation wird der Vektor mit gewiinschtem Insert in Bakterienzellen
eingeschleust. Hierfiir wurden die Epicurian Coli® SoloPack™ Gold Supercompetent Cells
(Genotyp: Tet'A(mcrd)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac Hte [F'proAB lac’ZAM15 Tnl((Tet’) Amy Cam']) verwendet. Zur Vorbereitung fiir
die Transformation wurden zundchst die superkompetenten Zellen nach Angaben des
Herstellers mit XL 10-Gold B-Mercaptoethanol versetzt, auf Eis inkubiert und jeweils in
15 ml sterilen Zentrifugenréhrchen zu je 25 pl portioniert. Von jedem Ligationsansatz wurden
5 ul (1-4 ng DNA) in die 15 ml Zentrifugenréhrchen zu den superkompetenten Zellen
pipettiert und 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte der Hitzeschock der
Bakterien fiir genau 60 Sekunden in einem 54 °C warmen Wasserbad. Nach zweiminiitiger
Abkiihlung auf Eis wurden 150 pul NZY-Medium, das auf 42 °C vorgewdrmt wurde, hinzu
gegeben. Die Transformationsansitze wurden dann im Schiittelinkubator (Certomat®™ H/U
[Braun Biotech International, Melsungen]) bei 150 UpM fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert.
Nach der Inkubation im Schiittelinkubator wurden die transformierten Bakterien zu 50 ul und
zu 100 pl auf die LB-Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die LB-
Agarplatten wurden zuvor mit 35 pl x-Gal und 15 pl IPTG versetzt, um eine Blau/Weil3

Selektion der Bakterien zu ermdglichen.

3.2.5.6.4 Blau/Weif} Selektion

X-gal (4-Chlor-5-Brom-3-Indol-p-D-Galaktosid) 5% (w/v) in Dimethylformamid
IPTG (Isopropyl- B-D-Thiogalaktosid) 20% (w/v) in Aqua bidest.

Die Blau/Weil3 Selektion beruht auf einer Hemmung des Enzyms [-Galactosidase, wodurch
sich die Bakterienkulturen, die das Insert enthalten, weil3 farben.

Dafiir wurden ampicillinhaltige LB-Agarplatten (100 pg/ml) verwendet, die mit 35 pl X-Gal
(5%) und 15 pl IPTG (20%) vor dem Ausplattieren versetzt wurden. IPTG induziert die
Herstellung von B-Galactosidase. Dieses Enzym setzt X-Gal um, wobei ein blauer Farbstoff
entsteht. Befindet sich das Insert in den transformierten Bakterien, unterbindet es die

Herstellung der B-Galactosidase durch Inaktivierung des a-Peptids der B-Galactosidase
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codierenden Region des lacZ’Gens. Dementsprechend féarbten sich die Bakterienkolonien bei

Vorhandensein eines Inserts weill und bei fehlendem Insert blau (Abb. 11).

- < Weille Kultur (mit Insert)

Blaue Kultur (ohne Insert)

Abbildung 11: Bakterienkulturen, Blau/Weil} Selektion

Nach der Inkubation wurden die Bakterienkolonien ausgezdhlt und fiir jedes Insert die

Transformationseffizienz, die Ligationseffizienz und die Religierungseffizienz bestimmt.

3.2.5.6.5 Plasmid-DNA-Préparation

LB-Medium
LB Broth, Miller (Luria-Bertani) 25¢g
Aqua bidest. ad 1000 ml

Ampicillin 20 mg/ml Stammldsung, sterilfiltriert

mi-Plasmid Miniprep Kit (Metabion, Martinsried)

Im Durchschnitt wurden 5 bis 6 weille Bakterienkolonien pro Platte ausgewihlt, als
Einzelkolonie gepickt und in 5 ml ampicillinhaltigem (100 pg/ml) LB-Flissigmedium {iber
Nacht bei 37 °C im Schiittelinkubator bei 150 UpM inkubiert (Certomat” H/U [Braun Biotech
International, Melsungen]).

Die Plasmid-Préparation erfolgte mit dem mi-Plasmid Miniprep Kit (Metabion, Martiensried)
nach Angaben des Herstellers. Aus den Bakterienfliissigkulturen wurden 1,5 bis 2 ml in ein
DNase-/RNase-freies Reaktionsgefdll (Carl Roth, Karlsruhe) iiberfiihrt und fiir eine Minute
bei 13.000 U/min und Raumtemperatur zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge [Eppendorf,
Wesseling-Berzdorf]). Nach vollstindiger Entfernung des Uberstandes wurde das Zellpellet

mit der ,,Cell Resuspensions Solution* resuspendiert. Durch Zugabe von ,,Cell Lysis Buffer*
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wurde die Membran der Bakterienzellen zerstort und die Plasmid-DNA freigesetzt. Der
,Binding Puffer bindet die freigesetzte Plasmid-DNA. Durch Zentrifugieren bei 13.000
U/min fiir 10 Minuten und Raumtemperatur (Eppendorf Centrifuge [Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf]) setzten sich die Zellreste als Pellet unten ab. Die im fliissigen Uberstand enthaltene
Plasmid-DNA wurde {iber eine spezielle Membran gebunden, gewaschen und in 50 pul
Nuklease-freiem Wasser eluiert.

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Plasmid-Priparation und zur Bestimmung der Plasmid-
DNA-Konzentration wurden die Proben auf ein 0,7%iges Agarosegel aufgetragen (siche
3.2.5.5). Hierfiir wurden 100 ng Plasmid-DNA eingesetzt. Nach Angaben des Herstellers
konnen 30.000 ng Plasmid-DNA prépariert werden. Demzufolge wurde ein Volumen von 5 ul
Plasmid-DNA mit 10 pul Aqua bidest. und 2 pl Probenpuffer versetzt und auf das Agarosegel
aufgetragen. Das Vorhandensein der zu erwartenden DNA-Banden wurde nach 30 bis 45
Minuten bei 100 V auf dem UV-Transluminator (FLX-20M [Biometra, Gottingen]) iiberpriift.
In der Regel konnten drei Banden (Abb. 12) bei der Plasmid-DNA festgestellt werden, die aus
den unterschiedlichen Zustandsformen der Plasmid-DNA resultierten. Dabei handelte es sich
bei den groBeren Fragmenten um die ,,super coiled” Form, bei dem mittleren Fragment um
die ringférmige Form und bei dem kleinsten Fragment um die linearisierte Form.
Anschliefend wurde die Konzentration der Plasmid-DNA rechnerisch bestimmt und lag

durchschnittlich bei 20 ng/ul.

M = DNA-Leiter (100 bp) ,super coiled* Form

‘_

1-2 = Plasmid-DNA Proben ringformige Form

\ linearisierte Form

Abbildung 12: Zustandsformen der Plasmid-DNA
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3.2.5.6.6 Restriktionsenzymanalyse

Eco RI Enzym (20.000 U/ml [New England Biolabs, Frankfurt am Main])
NE Buffer Eco RI, 10 x (New England Biolabs, Frankfurt am Main)

Probenpuffer
Sequenz von Eco RI: l
5'GAATTC 3°
3 CTTAA? 5

Die Restriktionsenzymanalyse gibt Hinweis darauf, dass das Fragmentstiick erfolgreich in das
Plasmid einkloniert wurde. Bestimmte Restriktionsenzyme schneiden das klonierte Fragment
wieder aus dem Plasmid heraus. Der Vektor besitzt so genannte T-Uberhiinge, die die
Bindungsstelle fiir die A-Uberhinge des PCR-Produktes sind. Daher ist es wichtig eine
geeignete Taq-Polymerase auszuwihlen, die diese A-Uberhiinge im PCR-Fragment bildet.
Die Schnittstelle des Enzyms muss also auf der Hohe der T-Uberhiinge liegen.

Des Weiteren muss bei der Auswahl des geeigneten Enzyms darauf geachtet werden, dass das
eingeschleuste Fragment moglichst nicht von diesem Enzym geschnitten wird.

Fir den Restriktionsenzymverdau wurde die Plasmid-DNA in einer durchschnittlichen
Konzentration von 20 ng/ul eingesetzt. Der Restriktionsansatz wurde eine Stunde im
Wasserbad bei 37 °C inkubiert und durch anschliefende Zugabe von Probenpuffer wurde die
Reaktion beendet. Die Ermittlung der geschnittenen FragmentgroBen erfolgte iiber eine
Agarosegelelektrophorese, die, wie unter 3.2.5.5 beschrieben, mit einem 0,7%igen
Agarosegel durchgefiihrt wurde. AnschlieBend wurde die Gensequenz der einklonierten
Fragmentstiicke in der Plasmid-DNA mittels Sequenzierung iiberpriift (siche 3.2.5.6.8). Die

zu erwartenden Fragmentgrof3en sind in der Tabelle 13 aufgelistet.

Der Reaktionsansatz fiir den Restriktionsenzymverdau setzte sich wie folgt zusammen:

REA-Ansatz von 50 pul:

2 ul NE Buffer Eco RI
1 pl Eco RI Enzym
Sul Plasmid-DNA

Ad 50 pl Aqua bidest. (42 ul)
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Tabelle 13: Erwartete Fragmentgrof3en

DNA-Sequenz Fragmentgrofle

pGEM-T Easy Vektor |3 kb

Kontroll-Insert 542 bp

IFN-y 293 bp

11-2 338 bp

-4 318 bp = 2 Fragmente: 141 bp und 177 bp
11-10 324 bp

3.2.5.6.7 Glyceroldauerkulturen

NUNC Cryo Tube™ Vials (Nunc, Wiesbaden)
Glycerin (> 98%, Ph. Eur., wasserfrei [Carl Roth, Karlsruhe])

Die erfolgreich transformierten Bakterien aus den Fliissigkulturen wurden zur dauerhaften
Lagerung in Glycerol konserviert und bei -70 °C gelagert.

Dafiir musste 300 pl Glycerol in ein 2 ml-Cryo-Réhrchen (Nunc, Wiesbaden) abgefiillt und
sterilisiert werden. AnschlieBend wurden 500 pl aus den Bakterienfliissigkulturen
dazugegeben und die Cryo-Rdhrchen bei -70 °C gelagert.

Aus dieser Dauerkultur konnten die Bakterien erneut mit einer sterilen Impfose auf eine
LB-Agarplatte (mit Ampicillin [100 pg/ml]) ausgestrichen werden oder in 5 ml
LB-Fliissigkultur (mit Ampicillin [100 pg/ml]) tiber Nacht bei 37 °C angeziichtet werden.

3.2.5.6.8 Sequenzierung

Zur Kontrolle, ob die gewiinschten Zytokin-DNA-Sequenzen erfolgreich kloniert werden
konnten, wurde jeweils die Plasmid-DNA sequenziert.

Die Sequenzierung fand im Robert-Koch-Institut (Nordufer 20, 13353 Berlin-Wedding) statt.
Hierbei wurde in Anlehnung an Sanger et al. (1977) die Sequenzierung mittels ABI PRISM®
3130x Genetic Analyser (Applied Biosystems, Darmstadt) unter Verwendung des ABI
PRISM® BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Darmstadt)

durchgefiihrt. Bei der automatischen Sequenzierung wird die DNA zuvor durch eine
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Standard-PCR mit Fluoreszenzfarbstoff beladenen Didesoxynucleotiden (BigDye) markiert,
die dann vom Gerit wiahrend der Kapillargelelektrophorese mittels Laser gemessen werden.
Als Primer wurde der T7 Promoter Sequenzierungs-Primer (5'-TAATACGACTCACTATAGG-
3 [TIB Molbiol, Berlin]) verwendet. Die Plasmid-DNA wurde zuvor mit einem
Spectrophotometer (DU® 640 B [Beckman Coulter, Krefeld]) vermessen und in einer
Konzentration von ca. 16 ng/ul in die PCR eingesetzt.

Der Sequenzierungs-PCR-Ansatz erfolgte in einem Volumen von 10 ul:

2 ul 5-fach Puffer

I ul Big Dye

0,5 ul T 7-Primer (10 p Molar)
1 ul Plasmid-DNA

ad 10 pl H,O (5,5 ul)

Die PCR wurde in einem Heizblockcycler (Gene Amp® PCR System 9700 [Applied
Biosystems]) nach folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Initiale Denaturierung: 2 Minuten bei 96 °C
Denaturierung: 10 Sekunden bei 96 °C
Annealing: 5 Sekunden bei 55 °C
Elongation: 4 Minuten bei 60 °C
Anzahl der Zyklen: 25

Um zu verhindern, dass Primerreste, BigDye und Salze durch die Kapillargelelektrophorese
gelangen, wurden die Proben nach der PCR mit Sephadex™ G-50 (GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Schweden) aufgereinigt, im Sequenziergerit ABI PRISM® 3130x sequenziert
und mit Hilfe des Computerprogramms ,,Foundation Data Collection 3.0 (Applied

Biosystems, Darmstadt) ausgewertet.

3.2.5.7 ,,Real-Time* TaqMan®- PCR

Die ,,Real-Time* TaqMan®- PCR ist eine sensitive Detektionsmethode, die zum Nachweis
von Zytokinkonzentrationen gut geeignet ist. Mit Hilfe der ,,Real-Time* TagMan®- PCR kann
durch Ausnutzung fluoreszierender Signale die Menge an PCR-Produkten im

Reaktionsverlauf ermittelt werden und durch Erstellung einer Standardkurve, basierend auf
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einer Verdiinnungsreihe mit bekannten Konzentrationen von entsprechender Plasmid-DNA,
kann auf die Kopienzahl der ¢cDNA geschlossen werden. Die Anzahl der Kopien kann
wiederum durch Bezug auf ein weiteres nicht reguliertes Housekeeping Gen normalisiert
werden.

Die Durchfiihrung der ,,Real-Time* TagMan®- PCR erfolgte nach freundlicher Genehmigung
von Prof. Dr. G. Pauli und unter Betreuung von Dr. H. Ellerbrok im Robert-Koch-Institut,

Berlin.

3.2.5.7.1 Primer- und Sondendesign fiir die TaqMan"“-PCR

Die Primer fiir die Real-Time* TagMan®- PCR wurden nach den Kriterien, wie unter 3.2.5.3
beschrieben, hergestellt. Die Auswahl geeigneter TagMan®-PCR-Sonden erfolgte unter
Beriicksichtigung der Primersequenzen mit Hilfe der PrimerExpress® Software (Applied
Biosystems, Darmstadt). Die TagMan®-Sonde besitzt am 5'-Ende einen fluoreszierenden
Reporter-Farbstoff und am 3’-Ende einen Quencher-Farbstoff. Als Reporterfarbstoff wurde
FAM (6-Carboxy-Fluorescein) eingesetzt, wihrend TAMRA (6-Carboxytetramethyl-
rhodamin) als Quencher-Farbstoff verwendet wurde. Ein Phosphat-Anhang blockierte das
3’-Ende der Sonde, um eine Extension wihrend der PCR zu vermeiden. Fiir die Auswahl
einer geeigneten Sonde wurden folgende Punkte beriicksichtigt: Das 5'-Ende der Sonde sollte
moglichst nahe am 3’-Ende des PCR-Primers liegen. Der GC-Gehalt der Sonde betrug etwa
40-60%, wihrend mehr als drei Nukleotide des gleichen Typs in Folge vermieden wurden.
Die Hybridisierungstemperatur der Sonde sollte moglichst 5-10 °C hoher liegen, als die der
PCR-Primer. Bei der Lange der Sonde war zu beriicksichtigen, dass diese zwischen 20 und 30
Basen liegen sollte, um einerseits ausreichende Spezifitit zu gewéhrleisten und andererseits
um Sekundérstrukturausbildungen zu verhindern.

Die TaqMan®-Sonden und die Primer wurden in einer Konzentration von 10 p Molar in die
PCR eingesetzt. Zur Etablierung der Primer und Sonden fiir die TagMan®-PCR wurde cDNA
und genomische DNA {iberpriift. Eindeutige Signale kamen dabei nur von den cDNA-Proben.
Unterschiedliche Konzentrationen der Primer sowie unterschiedliche Annealing-
Temperaturen hatten kaum Einfluss auf die Amplifikation, so dass mit einer
Standardbedingung alle Zytokine amplifiziert werden konnten. Die PCR-Bedingungen sind
dem Punkt 3.2.5.7.4 zu entnehmen.
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3.2.5.7.2 Housekeeping Gene (Referenzgene)

Als Referenzgene wurden so genannte Housekeeping Gene verwendet. Bei den Housekeeping
Genen handelt es sich um nicht regulierte, d.h. konstant exprimierte Zellproteine oder
Stoffwechselenzyme, die von jeder eukaryotischen Zelle gebildet werden. Im vorliegenden
Versuch wurden zwei Housekeeping Gene, B-Aktin und GAPDH (Glyceraldehyd-3-
phopsphat Dehydrogenase), zur Standardisierung der Zytokinexpression bestimmt. Bei dem
B-Aktin handelt es sich um ein Zellstrukturprotein (Shankar et al. 1992), wahrend GAPDH
ein Schliisselenzym der Glykolyse ist. Die Expression der Housekeeping Gene kann teilweise
intra- und interindividuelle Unterschiede aufweisen oder durch Hypoxie und Zellproliferation
verindert werden, so dass eine Uberpriifung von zwei Housekeeping Genen erforderlich war,
um herauszufinden, welches der Gene als Referenzgen unter den spezifischen experimentellen

Bedingungen besser geeignet ist.

3.2.5.7.3 Erstellung von Standard-Verdiinnungsreihen mit definierter Kopienzahl

Bei einer so genannten Standard-Verdiinnungsreihe handelt es sich um eine
Verdiinnungsreihe mit bekannter Zytokin-DNA-Sequenz, wobei die Anzahl der DNA-
Molekiile in jeder Verdiinnungsstufe bekannt ist. Hierflir wurde die klonierte Plasmid-DNA
(3.2.5.6) zuvor mit einem Spectrophotometer (DU® 640 B [Beckman Coulter, Krefeld]) bei
260 nm vermessen und dann mit Hilfe der Loschmidt’schen-Zahl (Avogadro-Zahl) die
Anzahl der Molekiile ausgerechnet. Die Loschmidt-Zahl (Avogadrosche Konstante) ist eine
Konstante, die die Zahl der Molekiile in einem Mol (mol) angibt. Fiir die Avogadrosche
Konstante gilt: Nxo = 6,023 x 10” mol”. Unter Beriicksichtigung der molaren Masse einer
bekannten Probe, ldsst sich die Stoffmenge auch in der Einheit g/mol angeben. Eine Base hat
ein durchschnittliches Molekiilgewicht von 330 g/mol, ein Basenpaar folglich 660 g/mol. Das
Molekiilgewicht eines DNA-Fragments errechnet sich aus der Anzahl der Basenpaare
multipliziert mit 660. Mit Hilfe der molaren Masse ldsst sich daraus die DNA-Menge
ermitteln (Miilhardt 2006). Ein Genfragment von 1 kb enthilt in 1 ng DNA 9,1 x 10° Kopien
pro ul. Unter der Annahme, dass die verwendete Plasmid-DNA (Vektor: 3 kb, Insert: 300 bp)
aus 3300 Basen besteht, kann die Anzahl der Kopien in der Plasmid-DNA-Probe aus dem
Produkt der gemessenen Konzentration und den 9,1 x 10® Kopien pro ng DNA durch Bildung
des Quotienten mit den 3,3 kb der Plasmid-DNA unter Beriicksichtigung der eingesetzten

Verdiinnung bei der Konzentrationsbestimmung berechnet werden.
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Die Plasmidzahl pro pul wurde folgendermaflen errechnet:

DNA-Konzentration [ng/ul] x DNA-Menge (9,1 x 10° Molekiile/ng)

Kopien/pl = X eingesetzte Verdiinnung
3,3 kb Plasmid-DNA

Die Tabelle 14 gibt die ermittelten Konzentrationen der Plasmid-DNA unter
Beriicksichtigung der eingesetzten Verdiinnung und die daraus resultierenden Kopienzahl

je pul wieder.

Tabelle 14: Ermittelte Plasmidkonzentrationen

Plasmid DNA-Konz. (ng/ul) | Kopien/ pul
IFN-y 340 93x 10"
IL-2 316 8,7x 10"
IL-4 154 42x 10"
IL-10 156 43x10"
B-Aktin 425 1,2x 10"
GAPDH 330 9,0x 10"

Anhand dieser Daten der Tabelle wurden die Standard-Verdiinnungsreihen von 1 x 10° bis
1 x 10° Kopien pro ul hergestellt. Fiir die PCR wurden jeweils 10 pl aus der entsprechenden
Verdiinnungsstufe eingesetzt, so dass in der hochsten Verdiinnung 10 Kopien enthalten waren

und in der niedrigsten 1.000.000 Kopien.

3.2.5.7.4 Durchfiihrung der ,,Real-Time* TagMan®- PCR

MicroAmp® Optical 96-well Reaction Plate (Applied Biosystems, Darmstadt)
TagMan-Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Darmstadt)

Die ,,Real-Time*“ TagMan®-PCR ermdglicht eine absolute Quantifizierung von Zytokin-
mRNA bzw. cDNA-Kopien. Wihrend eines PCR-Laufes wird die Ausgangsmenge der
Zytokin-mRNA bzw. cDNA-Kopien in der Gesamt-RNA bzw. Gesamt-cDNA der ex vivo und
in vitro isolierten equinen PBMCs bestimmt. Hierfir wurde das ABI PRISM™ 7700

75



Material und Methoden

Sequence Detection System (Applied Biosystems, Darmstadt) verwendet. Der optisch
modifizierte Heizdeckel ermdoglicht es, die Fluoreszenzanregung in jedem Reaktionsgefaf3
durch einen Laser (488 nm) iiber einen Spiegel an einen Spektrographen weiterzuleiten. Die
Fluoreszenzsignale werden dann mit Hilfe einer CCD-Kamera in ein digitales Signal
umgewandelt.

Fir jede ex vivo und in vitro Probe wurden die ausgewidhlten Zytokine sowie die
ausgewahlten Housekeeping Gene (B-Aktin und GAPDH) im Doppelansatz bestimmt und mit
dem daraus resultierenden Mittelwert die anschlieBenden Berechnungen durchgefiihrt. Zum
Ausschluss von Verunreinigungen wurde bei jedem PCR-Ansatz eine ,,No-Template*-
Kontrolle mitgefiihrt. Zu jedem PCR-Lauf wurde die entsprechende Standard-
Verdiinnungsreihe des zu untersuchenden Zytokins mit bestimmt. Die Reaktionsansitze
wurden jeweils in einem Gesamt-Volumen von 25 pl pro Reaktionsgefdl auf eine
MicroAmp® Optical 96-well Reaction Plate (Applied Biosystems, Darmstadt) aufgetragen
und mit einer optischen Folie verschlossen.

Alle bendtigten Komponenten wurden in einen Gesamtansatz von 15 ul pro Probe ohne
Zugabe des cDNA-Templates in entsprechender Menge als Komponenten-Mix nach

folgendem Schema pipettiert:

Tabelle 15: Pipettierschema TagMan®-PCR-Reaktionsansatz

Komponente Volumen pro Loch/Probe
TagMan-Universal PCR Master Mix 7,5 ul

Primer F 0,75 ul

Primer R 0,75 ul

TagMan-Sonde 0,25 pul

Nuklease-freies Wasser 5,75 ul

Die Reaktionsgefdle der unbekannten Proben wurden mit 8 pl Nuklease-freiem Wasser
geflillt und anschlieBend mit 15 pl des Komponenten-Mixes versetzt. Als letztes erfolgte die
Zugabe der cDNA-Proben in einem Volumen von 2 ul pro Reaktionsgefal.

Die ReaktionsgefdBe der Standard-Verdiinnungsreihe enthielten 15 pl des Komponenten-
Mixes sowie 10 pl der entsprechenden Verdiinnungsstufe des Standards.

Die ,,Real-Time* TagMan"-PCR im 7700 Sequence Detection System fand unter folgenden
Bedingungen statt:
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Inaktivierung der AmpErase” Uracil N-Glycosylase: 50 °C fiir 2 min
Aktivierung der AmpliTaq® Gold DNA-Polymerase: 95 °C fiir 10 min
40 Zyklen:

Denaturierung: 95 °C fiir 15 sek

Annealing/Extension: 60 °C fir 1 min

Das Annealing und die Extension wurden hierbei in einem gemeinsamen Schritt
zusammengefasst, da die Aktivitit der AmpliTaq® Gold DNA-Polymerase (Applied
Biosystems, Darmstadt) bereits ab Temperaturen > 55 °C signifikant ist. Somit gewéhrleistet
dieser kombinierte Schritt zu einem eine hohere Spezifitit durch eine hohere Annealing-
Temperatur und zum anderen wirkt sich die geringere Extensions-Temperatur positiv auf die

Bindung der Sonde und der damit effizienteren Sondenhydrolyse aus.

3.2.5.7.5 Absolute Quantifizierung der mRNA-Menge von IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10

Bei der absoluten Quantifizierung wird die absolute Menge der Zielsequenz in einer
unbekannten Probe, meist ausgedriickt als Kopienzahl pro Reaktion, bestimmt.

Die Ermittlung des Expressionsniveaus der gewiinschten Zytokinsequenzen erfolgte unter
Verwendung eines Referenzgens, dem so genannten Housekeeping Gen (3.2.5.7.2). Die
Reaktionsansétze fiir die Housekeeping Gene sowie fiir die experimentellen Proben wurden
jedes Mal mit einer Standard-Verdiinnungsreihe durchgefiihrt, so dass jeweils die Kopienzahl
pro Reaktion ermittelt wurde. Fiir die Standard-Verdiinnungsreihe wurde eine so genannte
Standardkurve erstellt, indem der jeweilige Ct-Wert (y-Achse) gegen die Menge der
Zielsequenz (Kopienzahl, x-Achse, logarithmisch) aufgetragen wurde. Der Ct-Wert
(,,threshold cycle*) markiert den Zyklus, bei dem das fluoreszierende Signal zum ersten Mal
iber einen Schwellenwert ansteigt. Die Anzahl der Kopien wird dadurch bestimmt, dass der
Ct-Wert einer unbekannten Probe mit der Standardkurve verglichen wird. Der Ct-Wert ist
umso kleiner, je mehr Zielsequenz in der Probe vorhanden ist.

Fir die absolute Quantifizierung wurde die Verdiinnungsstufe des Standards vom
Referenzgen festgelegt, in der sich durchschnittlich die Anzahl der Kopien aller
Reaktionsansétze befanden. Fiir die nachfolgende Berechnung wurde die Verdiinnungsstufe

mit 10* Kopien von dem entsprechenden Housekeeping Gen als Standard festgelegt.
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Die absolute Quantifizierung wurde aus dem Quotienten der Kopienzahl des zu
untersuchenden Zytokins und der Kopienzahl des Housekeeping Gens ermittelt und somit
normalisiert. Die Normalisierung der gemessenen Kopienzahl durch das Verhéltnis zum
Referenzgen verhinderte Fehler, die auf gering verdnderten PCR-Effektivititen oder
verschiedenen Ausgangskonzentrationen basierten.

Es folgte eine Berechnung der absoluten Kopienzahl in Angabe von 10 Kopien durch

folgende Formel:

Kopienzahl des Zytokins x 10?

Kopienzahl des Housekeeping Gens

Je niedriger der berechnete Wert fiir die Kopienzahl, desto geringer war die Konzentration des

zu ermittelnden Zytokins in der Ausgangssubstanz.

3.2.6 Studiendurchfithrung

In dem Zuchtbestand in Pausin wurden die 20 Pferde in zwei Gruppen eingeteilt (siche 3.1.4).
Die Durchfiihrung der Impfstudie erfolgte in Kooperation mit der Tierdrztlichen Klinik fiir
Pferde Seeburg, insbesondere mit Herrn Dr. Dieter Schad.

Von allen Pferden wurde 30 Tage vor Studienbeginn eine Blutprobe entnommen, um einen
Ausgangswert zu ermitteln. Zum Studienbeginn am Tag -4 wurden die Pferde entsprechend
ihrer Gruppeneinteilung mit Zylexis® (Pfizer, Karlsruhe) bzw. Placebo nach Angaben des
Herstellers behandelt. Die dreimalige intramuskuldre Applikation der Zylexis®-/Placeb0-
Dosis erfolgte im Abstand von zwei Tagen. Mit der letzten Applikation des
Immunmodulators bzw. Placebos wurden zusitzlich alle Pferde beider Gruppen mit
Resequin® NN plus (Intervet, UnterschleiBheim) nach Herstellerangaben geimpft. Vor der
Applikation des Impfstoffes wurden die Tiere einer kurzen klinischen Allgemeinuntersuchung
(GroBe und Empfindlichkeit der Mandibularlymphknoten, Uberpriifung von Nasenausfluss,
Verdanderungen der Konjunktiven, Auslosbarkeit von Husten) unterzogen. Es folgten im
Studienablauf definierte Blutentnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten, die der Abbildung 13

zu entnehmen sind.
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Versuchstage

30 -5 4 -3 -2-1012345¢67289 1011 12 13 14 15

L

1. Zylexis 2. Zylexis 3. Zylexis
/ Placebo /Placebo /Placebo
+ Impfung

3. %lutprobe
6 hypost appl.
1. Blutprobe 2. Blutprobe 4. Blutprobe 5. Blutprobe 6. Blutprobe

l 6h polt appl.

“In vitro” Analyse - Zytokin-mRNA
- PBMCs + Medium (2x)
- PBMCs + Medium + ConA (2x)

l l L l

Serologie (NT, IFT): EHV-1/-4

v v 4 v v

“Ex vivo” Analyse - Zytokin-mRNA

Bestimmung der absoluten Lymphozytenzahlen

Abbildung 13: Applikationsschema und Blutentnahmen

An den Versuchstagen -30 und 0 erfolgte zusitzlich eine Immunstatusbestimmung durch das
Labor der Fa. LABOKLIN (Bad Kissingen).

Die Applikation der Dosis Zylexis® (Pfizer, Karlsruhe) respektive Placebo erfolgte
intramuskuldr in die linke Brustmuskulatur. Der Impfstoff (Resequin® NN Plus [Intervet,

UnterschleiBheim]) wurde intramuskuldr in die linke Halsmuskulatur appliziert.

3.2.7 Statistik
Die statistische Auswertung und graphische Aufbereitung der Daten erfolgte mit Hilfe der
Computer-Programme SPSS 12.1 und STATISTICA (Fa. StatSoft., Inc.,Tulsa, USA).
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Die statistische Auswertung wurde unter Mithilfe von Herrn Dr. Wolfgang Reimers
durchgefiihrt und vom Institut fiir Biometrie der Freien Universitéit Berlin betreut.

Im Rahmen dieser Auswertung erfolgte zunédchst eine deskriptive Darstellung der Daten fiir
die Serologie, des Immunstatus und der Zytokinexpression.

Fir die Ermittlung von Zusammenhidngen oder Unterschieden wird die
Irrtumswahrscheinlichkeit p als Ergebnis jeden Tests angegeben. Ein statistisch signifikanter
Zusammenhang besteht, wenn p kleiner als 0,05 (5%) ist.

Da nicht davon ausgegangen werden kann, dass die ZielgroBen anndhernd symmetrisch
verteilt sind, wurden verteilungsfreie Verfahren verwendet.

Die Untersuchung von abhédngigen Stichproben erfolgte unter Anwendung des Wilcoxon-
Tests fiir Paardifferenzen. Fiir unabhiangige Stichproben wurde der U-Test von Mann und
Whitney angewandt.

Ein Methodenvergleich mit den beiden Housekeeping Genen bei der Zytokinexpression
erfolgte durch Anwendung des linearen Regressionsverfahrens nach Passing und Bablok

(Passing und Bablok 1983; Bablok et al. 1988).

80



Ergebnisse

4. Ergebnisse

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit beschreiben entsprechend der Zielsetzung die
Ermittlung der humoralen und zelluliren Immunantwort nach Zylexis®-/ Placebo-
Applikation und Vakzinierung mit Resequin® NN plus. Im Rahmen der
molekularbiologischen Untersuchungsmethoden wurden bestehende Methoden optimiert und
eine quantitative ,,Real-Time* PCR etabliert. Die grundlegende Frage, ob die Anwendung von
Zylexis®” die Impfantwort verbessert, sollte im Rahmen dieser Arbeit geklirt werden.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gliedern sich in mehrere Teilbereiche:

1. Auswahl einer geeigneten Pferdegruppe

2. Optimierung und Etablierung der molekularbiologischen Untersuchungsmethoden zur

Detektion der zelluldiren Immunantwort

3. Ermittlung der humoralen Immunantwort

4. Ermittlung des Immunstatus

5. Ermittlung der humoralen und zelluldren Immunantwort anhand von

Zytokinexpressionsmustern

4.1 Auswahl von deutschen Reitpferden fiir die Studiendurchfiihrung
4.1.1 Einleitung

Zur Uberpriifung, ob eine Verbesserung der Impfantwort mit der Gabe des Immunmodulators
Zylexis® korreliert, sollte eine unter Feldbedingungen moglichst geschlossene Gruppe von
Pferden tiber den geplanten Zeitraum der Studie serologisch und immunologisch untersucht
werden. Von besonderem Interesse war hierbei die Charakterisierung der zelluldren
Immunantwort durch Bestimmung von Expressionsmustern ausgewihlter Zytokine.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde deshalb unter natiirlichen Feldbedingungen eine
zahlenmdBig moglichst groBe Gruppe von Pferden unterschiedlichen Alters ausgewéhlt, um
mehrere Einflussfaktoren, wie Alter, Geschlecht und unterschiedlichen Kontakt mit dem
EHV-Antigen in Form von Impfungen (Vorimmunisierungen) in der Vergangenheit zu

beriicksichtigen.
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4.1.2 Zusammensetzung der Gruppen

Fiir die Durchfiihrung der Studie standen insgesamt 20 Pferde zur Verfiigung, die in zwei
Gruppen zu je 11 und 9 Pferden aufgeteilt wurden. Die Gruppe 1 mit 11 Pferden wurde als
Zylexis-Gruppe definiert, wihrend die Gruppe 2 mit 9 Pferden als Placebo-Gruppe diente
(siche 3.1.4). Innerhalb der Gruppen unterschieden sich die Pferde anhand ihres Alters,
Geschlechts, Rasse und ihrer unterschiedlichen Vorimmunisierung.

Die Tiere und die Zeitpunkte der Blutentnahmen wurden fortlaufend durchnummeriert. Die
Haltung der Pferde erfolgte zum gréf3ten Teil in mehreren Gruppen ganztigig auf der Weide.
Die Jungtiere bildeten getrennt nach Geschlecht eine Weidegruppe, wihrend bei den dlteren
Tieren Stuten und Wallache in einer Gruppe zusammen gehalten wurden. Einige der Tiere
standen tiber Nacht in herkommlichen Pferdeboxen und hatten tagsiiber einen separaten
Weidegang. Detaillierte Angaben iiber Alter, Geschlecht, Rasse und Vorimmunisierung

befinden sich im Anhang (9.1, A 1).

4.1.3 Kontrolle des Allgemeinbefindens der Tiere im Studienverlauf

Das Allgemeinbefinden der Pferde wurde vor Studienbeginn und im Studienverlauf tdglich
durch den Besitzer iiberpriift. Es wurde beobachtet, ob die Tiere sich von der Gruppe
absonderten, das Haarkleid glatt anliegend und gldnzend ist und ob eine regelmifige
Futteraufnahme erfolgt ist. Lediglich ,,Lilly* zeigte 6 Stunden nach Placebo-Applikation am
Versuchstag -2 ein leichtes Nesselfieber in der Hals- und Rumpfregion, das unbehandelt am
nidchsten Tag wieder abgeklungen war. Aufgrund fehlender Fixierungsmoglichkeiten auf der
Weide fiir die jungen, noch nicht an Menschenkontakt gewdhnten Pferde und dem daraus
resultierenden erhohten gesundheitlichem Risiko fiir den Untersucher, wurden auf weitere
klinische Untersuchungen verzichtet. Ansonsten konnte in keinem Fall eine Abweichung des
Verhaltens, der Futteraufnahme oder Absonderungen von der Gruppe beobachtet werden, so

dass die Pferde vor Studienbeginn und im Studienverlauf als gesund beurteilt wurden.
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4.2 Molekularbiologische Untersuchungen zur Bestimmung des Zytokin-mRNA-
Gehalts aus dem Pferdeblut

4.2.1 In vitro Stimulierung von equinen PBMC mit Concavalin A

Die isolierten equinen PBMCs wurden in vitro mit Concavalin A fiir 24 Stunden stimuliert
(siehe 3.2.4.3).

Die Vitalitit der Zellen wurde nach 20 Stunden Inkubation stichprobenartig beurteilt. In den
PBMC-Kulturen zeigten die unstimulierten Zellen nach 24 Stunden eine dichte, gleichmiBige
Zellsuspension, wihrend die stimulierten Zellen mehrere Zellhaufen ausbildeten. Diese

Beobachtung weist auf eine Proliferation der Zellen hin (Abb. 14).

unstimuliert stimuliert mit 3 pg/ml Con A

Abbildung 14: PBMC in Zellkultur nach 24 Stunden - VergroBerung: Okular x 2,5;
Objektiv x 20 (Axiovert 100 [Carl Zeiss, Oberkochen])

4.2.2 Ergebnisse der RNA-Extraktion und Bestimmung der RNA-Qualitét

Fiir den Nachweis von Zytokin-mRNA aus den préparierten PBMCs vom Pferd wurden nach
der Durchfiilhrung der RNA-Extraktion die RNA-Ausbeute und RNA-Qualitit mittels
denaturierender Formaldehyd-Agarosegelelektrophorese tiiberpriift (siehe 3.2.5.1.4). Aus
30 ml Blut konnten im Studienverlauf ca. 1 bis 5 x 10’ Zellen (PBMC) isoliert werden. Die
RNA-Priparation mittels Trizol® Reagent (Fa. Invitrogen, Karlsruhe) erbrachte im
Studienverlauf Gesamt-RNA-Konzentrationen von ca. 200 pg bis 2600 pg/ml RNA.

Die Ergebnisse in der Abbildung 15 zeigen, dass bei der extrahierten RNA mittels Trizol®
Reagent (Fa. Invitrogen, Karlsruhe) die 28 S und 18 S ribosomalen Untereinheiten der RNA
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deutlich nachweisbar waren, was auf ein typisches Muster des Vorhandenseins von intakter
RNA hinweist (Simms et al. 1999).

Die Gesamt-RNA-Ausbeute wurde photometrisch auf einem Spektrophotometer bei einer
Wellenldnge von 260 nm durch Bestimmung der optischen Dichte (OD) gemessen. Im
Rahmen der Etablierung der Gesamt-RNA-Priparation wurde zur weiteren Uberpriifung der
RNA-Qualitdt die OD bei 280 nm bestimmt, um den Quotienten aus der OD bei 260 nm und
der OD bei 280 nm zu ermitteln. Idealerweise sollte der Quotient zwischen 1,8 und 2,0 liegen
(Sambrook et al. 1989), was bei den untersuchten Proben im Rahmen der Etablierung der Fall
war. Ist der Koeffizient kleiner als 1,8 bis 2,0 ist die Priparation mit Protein, genomischer

DNA oder aromatischen Substanzen kontaminiert.

M = RiboRuler™ RNA-Marker
1 = Trizol® Reagent (4,76 png/ul RNA)

28 S Untereinheit der ribosomalen RNA

18 S Untereinheit der ribosomalen RNA

Abbildung 15: Denaturierende Agarosegelelektrophorese zur Kontrolle der RNA-Qualitét

4.2.3 Uberpriifung der Spezifitit der ausgewihlten Primer- und Sondensequenzen
4.2.3.1 Auswahl eines geeigneten Primer- und Sondensystems

Anhand der veroffentlichten Gensequenzen fiir das Hauspferd (Equus caballus) aus der
Datenbank des ,National Center fiir Biotechnology Information“ (NCBI, 1998
[http://www.ncbi.nih.nim.gov/]) wurden geeignete Primer- und Sondensequenzen fiir die
ausgewihlten equinen Zytokine mit Hilfe des Computerprogramms PrimerExpress® (Applied
Biosystems, Weiterstadt) ausgewihlt. Die Primer- und Sondensequenzen fiir die

Housekeeping Gene equines B-Aktin und GAPDH wurden in Anlehnung an Kolm et. al
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(2006) hergestellt. Fiir die Auswahl geeigneter Primer wurde beriicksichtigt, dass zunichst ein
grofBeres Klonierungsfragment entsteht, in dem sich die Primer- und Sondensequenzen fiir die

TaqMan®-PCR befinden. Die Lage der Klonierungs- und TaqMan®-Primer- und

Sondensequenzen sind in Abbildung 16 dargestellt.
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aacaatgaat
tacctattac
cgcaagtaac

gaaagaggat

tatacaagtt
tgccaggccg
ccagatgtag

agtgacaaaa

ctttgaaaac

cctgttegtt

ttgaaagata
aagttcttta

aagtgactgc
ttatcttggc
cgttttttaa
gggatggtgg
aaataattca
accaggtcat

acagcagcac

tcagattccg
gatgaatgat
tcgaggecgg

gtaaatgatc
ctgtcgccca

agagcgttgc

tgaaggtcca
aagctaacct

aatagtggtc

gcacctactt
ttaaagttgc
acatttaaaa
gaagaactca
ttaatgagca
tgtgaatatg

tgtcaaagca

ttcatccagg

caagctctaa
ttttggaagg
ttaacatgcc
aacctctgga
atatcaatgt
ataatgagac

tcatctcaac

tttcaactac
ttttcagctg
agaaatagaa
gcctetttte
gagccaaatc
tcaaaagagc
cagcaagctg
gcgcaaagca
gaggaagcgg

a

Equines Interferon-y (GenBank Acc.-Nr.: U04050; Griining et al. 1994)

1 acctgatcag cttagtacag

ttaggcctaa
tgtgcgattt
aacctaaagg

ctggatatct

ctctctccga
tgggttcttc
aatattttaa
tgaagaactg

gtctccttet
atggacacca
gaagacttcc
ataagtgaac

aagaggagtc

gagggaaaca cagcaacaac tgaagcaatt

agttaataat
caagaaggcc
ggaaatgcta
aacagttctg
agaaacaatt

actgacg

gattccagct

aacaagaatc
acagaattga
aaaaactttc

ggactaaagg

ccaaactctc
aacatcttca
tctcgaaaga

ggtctgaaac

acttcaaact
tcaaggagga
aaaagctgat
tcatcaaagt

agaatccatt

Equines Interleukin-2 (GenBank Acc.-Nr.: L06009; Vandergrift und Horohov 1993)

1 atgtacagga tgcaactcct gtcttgcatc gcactaactc ttgcagtcct tgcaaacagt

acagatggat
caagattctc
gtgtctagaa
tatcaaggaa

aagattcaca

gtagaatttc

ctggtctgct

gatgcaaata

cgacatcacc

ttacaagaga

ctcacagatg
ggcccgaaga
tataaaagac

aagggcatqgg
gactttttgg

gaaagggcaa

acacagatgg
atgacaggtc

caaacgggac

gaattcgtgc
aaaggaaatc
cttgatcaaa

ctgctgtact

atggagctga

tgaacaaatg

tactagcatg
tcatcaaaac

ctgtagcgga

gattaccttt

Equines Interleukin-4 (GenBank Acc.-Nr.: AF305617; Mauel und Steinbach 2000)

1 atgggtctca cctaccaact

taccagcaac
gctgaacaac

tgcctttgcet

tgcagggctg
gaatgcctga
gtgaatgaag

aaaggctaaa

gacgatcatg

aaagagaaat

caaaggtgct
gcggactgga
ccaagaagag

actccaagtg

tcaacagctc
caggaacctc
cacattgaaa

ttga

Abbildung 16: Gensequenzen und Lage der Primer und der TagMan®-Sonde

(blau [unterstrichen] = Klonierungs- und TagMan®-Primer; rot [kursiv] = TagMan®-Sonde)
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gaccggggca
ctccatgagce
ctggacaaca
caagccttgt

cacggcccag

gtgaggctge

cccagtctga
tccgagecge
tgttgttgaa
cggagatgat
acatcaagga

ggcgctgtca

atgttacctg gtcttcctgg ccggggtggg

gaacagctgc
cttcagcagg
cgggtccctg
ccagttttac
gcacgtgaac

tcgatttctg

caggtgaaga

gtgccttcag

taagctccaa

tttgacatct
atcctaggga
gatctcccaa
tggtacctct
tactgagctt

ttcgcgggceg
cagggcgtga
aagaggggca
gacatggaga
caccccgtgce
cagatcatgt
tcccectgtacg

cacactgtgc

gctggecggg

tcatcaacta
acgaagcatc
atcccatcca
ctcctgaata

ctctgtgaa

acgacgctcc
tggtgggcat
tcctgaccct
agatctggca
tgctgaccga
ttgagacctt
cctctggecg
ccatctacga

acctgacgga

catagaagcc
caggacggtg
gggttctggg
tttattaact

ccgcgceccegtce
gggccagaag
caagtacccc
ccacaccttc
ggcccccectg
caacaccccg
caccactggc

ggggtacgcc

ctacctcatg

accaccacgg
ctggacttcg
gagctgcccg
ctcttccagce
tccatcatga
ggtgggacca
gctcccagca
atcggcggcet
gagtacgacg

ccgagaggga
agcaggagat
acggccaggt
cctccttect
agtgtgacgt
ccatgtaccc
cgatgaagat
ccattctggc

agtccggceccc

aatcgtgcgt

acccacttcc
gtgaagactt
ctggaggact

caaccagcct
tctttcaaat
ttaagggtta

Equines Interleukin-10 (GenBank Acc.-Nr.: U38200; Swiderski et al. 1999)

1 atgcacagct cagcactgct

agccagccga
gccccacatg
gaaggaccag

cctgggttgc

ctggaggagg
tccctggggg
ccctgtgaaa
gagaaaggtg

tatatgacaa

tgatgcccca
aaaagctgaa
ataagagcaa
tctacaaagc

cgaagatgaa

ggctgagaac
gaccctccga
ggcagtggag
catgagtgag

aaactgaagc

actctactag
agagctgaat

ctgatacctc

ttccectcca
gactcatacg
atcgagcacg
tacaacgagc
aaccccaagg
gccatgtacg
atcgtgatgg
ctcccceccacg
aagatcctca

gacatcaagg

ggccaccgcg
catcaccatc
gggcatggaa
cgacatccgt
aggcatcgcc
caagatcatt
ctcattgtcc

ctccatcgtc

gcctccagcet
ggcaacgagc
tcctgtggcea
aaggacctgt
gacaggatgc
gcgccccecctg
accttccagce

caccgcaaat

actctaggac
cagctccttg

aactcctatt

Equines p-Aktin (GenBank Acc.-Nr.: AF035774; Swiderski et al. 1999)
1 atggatgatg atatcgccgc gctcgtggtc gacaacggct ccggcatgtg

tcgtggggceg
tgggcgacga
gcatcgtcac
tgcgcgtggce
ccaaccgcga
tggccatcca
actccggtga
ccatcctgeg
cggagcgtgg
agaagctctg
cttccctgga
ggttccgctg
tccacgaaac
acgccaacac
agaaggagat
agcgcaagta
agatgtggat
gcttctag

ataaattgga
gaaaaccctg

tctatttatt

caaggccggce
cccccggceac
ggcccagagce
caactgggac
ccccgaggag
gaagatgacc
ggccgtgctg
cggggtcacc
tctggacctg
ctacagcttc
ctatgtcgcecc
gaagagctac
ccccgaggcec
taccttcaac
agtgctgtcg
cacagccctg
ctccgtatgg

cagcaagcag

Fortsetzung Abbildung 16: Gensequenzen und Lage der Primer und der TagMan®-Sonde

(blau [unterstrichen] = Klonierungs- und TaqMan®-Primer; rof [kursiv] = TagMan"®-Sonde)
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cgggaagctt
catcaaatgg
cttggagaag
ttctgctgat
gaagattgtc
ccatgaccac
ccagaagacc
gaacatcatc

gaatgggaag
tctgacctgce

ggcatcggag
cgattttaac

cgaccacttt

gtcatcaacg

ggcgatgctg

ccacccatgg

caagttccat

Equines GAPDH (GenBank Acc.-Nr: AF157626; Boerboom et al. 2000)

1 ctacatgttt cagtatgatt

ggcacagtca

gaaaggccat

gtgctgaata

caccatcttc

tgttgtggag

gctggggctc

gccccaatgt
agcaatgcct
tttggcatcg
gtggatggcc
cctgcttcta
ctcactggca
cgcctggaga
ggccccctceca
agtgacaccc

gtcaagctca

acttgaaggg
ttgtgatggg
cctgcaccac
tggagggact
cctctgggaa
ctggtgctgce
tggcctteccg
aagctgccaa
agggcatcct
actcttccac

tttcctggta

tggagccaaa
cgtgaaccac
caattgcttg
catgaccaca
gatgtggcgce
caaggctgtg
tgtccccacc
atacgatgag
gggctacact
cttcgatgcect

tgacaatgaa

caggagcgag
tccactggtg
agggtcatca
gagaaatatg
gccccecectgg
gtgcatgcca
gatggccgag
ggcaaggtca
cctaacgtgt
atcaagaagg
gaggaccagg

ggggctggca
tttggcta

aggccgagca
atcccgccaa
tcttcactac
tctctgctcece
acaattccct
ccaaggtcat
tcactgccac
gggctgccca
tccectgaget
cagtcgtgga
tggtgaagca
ttgtctcctg

ttgccctcaa

Fortsetzung Abbildung 16: Gensequenzen und Lage der Primer und der TagMan®-Sonde

(blau [unterstrichen] = Klonierungs- und TagMan®-Primer; rot [kursiv] = TagMan®-Sonde)

Um eine mRNA-spezifische Amplifikation zu ermdglichen, sollte die Bindungsstelle der
Primer moglichst an der Grenze zwischen Exon und Intron liegen. Die Uberpriifung von
Exon- und Introngrenzen gelang aufgrund des Datenmaterials in der GenBank nur bei dem
equinen Interferon-y. Die anderen Primer wurden in der GenBank {iber ein so genanntes
»Alignment“ auf eine mdgliche Sequenzhomologie mit bekannten anderen equinen
Gensequenzen liberpriift, um auszuschlieBen, dass mdglicherweise eine falsche Gensequenz
amplifiziert wird. Dabei wurden in der GenBank keine weiteren Bindungsstellen gefunden.
Unter besonderer Beriicksichtigung wurde die teilweise vorhandene Sequenzhomologie
zwischen dem equinen zelluldren Interleukin-10 und dem EHV-2-IL-10 {iberpriift. Die Primer
wurden so ausgewdhlt, dass ihr Startpunkt genau auf einen ,,Mismatch der beiden Sequenzen
fiel. Somit waren die ausgewéahlten Primerpaare anndhernd sequenzspezifisch fiir das zellulére
Interleukin-10 und wiesen keine Bindungsstelle fiir das EHV-2-IL-10 auf (Abb. 17). Des
Weiteren wurde beriicksichtigt, dass unter Umstdnden verschiedene Gensequenzen fiir das
gleiche equine Zytokin vorhanden sind. Die Daten in der GenBank zeigten beim equinen
Interleukin-4 eine leichte Abweichung in der Gensequenz. Hierfiir wurden die Primerpaare

auf eine entsprechende homologe Sequenz generiert.
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IL-10 103 ACCAGCCTGCCCCACATGCTCCATGAGCTCCGAGCCGCCTTCAGCAGGGTGAAGACTTTC 162
B2 222 ACCAGCCTGOOCCACATOCTCCACGACCTCAGEGEGGCCTICAGEAGGGTARAGACCTTC 281
IL-10 163 TTTCAAATGAAGGACCAGCTGGACAACATGTTGTTGAACGGGTCCCTGCTGGAGGACTTT 222
B2 262 TTTCARATGAAGGACCAGCTGGACAACATGITGCTGGACGGGTCCCIGCTGRAGACTTT 341
IL-10 223 AAGGGTTACCTGGGTTGCCAAGCCTTGTCGGAGATGATCCAGTTTTACCTGGAGGAGGTG 282
B2 342 AAGGGTTACCTGGOCTGCCAGGCCCTOICTGAGRTGATCCAGTTTTACCTOGAGEAGETG 401
IL-10 283 ATGCCCCAGGCTGAGAACCACGGCCCAGAC---ATCAAGGAGCACGTGAACTCCCTGGGG 339
B2 402 ATGCCCCAGGCCGAGRACCACAGUACCEACCAGGAAAGGATARGOTGAACTCCCTORGE 461
IL-10 340 GAAAAGCTGAAGACCCTCCGAGTGAGGCTGCGGCGCTGTCATCGATTTCTGCCCTGTGAA 399
B2 462 GAAAAGCTCAAGACCCTCAGGGTGAGGCTGAGOCGETOOCACAGATTCCTGOCCTONGAG 521
IL-10 400 AATAAGAGCAAGGCAGTGGAGCAGGTGAAGAGTGCCTTCAGTAAGCTCCAAGAGARAGGT 459
B2 522 AATAAGAGCAAGGOCGTGGAGCAGGTGRAGAGCGCCTTCAGCARGETCCAGGAGARAGGG 561
IL-10 460 GTCTACAAAGCCATGAGTGAGTTTGACATCTTCATCAACTACATAGAAGCCTATATGACA 519
B2 562 GTCTACAAGGCCATGAGCGAGTTTGACATCTTCATTAACTACATAGAGGCCTACATGACC 641
IL-10 520 ACGAAGATGAAAAACTGAAGCA 541

BV-2 642  ACAAAGATGARAAACTGAAGCA G663

Abbildung 17: Sequenzvergleich zelluldres IL-10 und EHV-2-IL-10 und
Primerbindungsstellen (EHV-2-IL-10 Acc.-Nr.: S59624; Rode et al. 1993)

4.2.3.2 Priifung der Primersequenzen fiir die Klonierung mittels PCR und

Agarosegelelektrophorese

Die optimalen PCR-Bedingungen zur Herstellung der Amplifikate fiir die Klonierung wurden
fiir die jeweiligen Primerpaare auf dem Heizblockcycler (UNO-Thermobloc
Gottingen]) ermittelt (siehe 3.2.5.4.2). Nach einer initialen Denaturierung fiir 4 Minuten bei
94 °C auf dem Heizblockcycler, folgten jeweils 35 Amplifikationszyklen mit einer
Denaturierung fiir 30 Sekunden bei 94 °C, einem Annealing fiir 30 Sekunden bei
primerspezifischen Temperaturen und einer Elongation fiir 30 Sekunden bei 72 °C. Fiir die
Housekeeping Gene, B-Aktin und GAPDH, wurden 40 Amplifikationszyklen durchgefiihrt.
Die Annealingtemperaturen wurden durch den Primerhersteller vorgegeben. Dariiber hinaus

wurden die vorgegebenen Annealingtemperaturen fiir den jeweiligen Cycler in Schritten von

kTM

[Biometra,

2 °C variiert und optimiert. Sie lagen zwischen 54 °C und 60 °C (siehe 3.2.5.4.2, Tab. 10).

Nach Beendigung der Zyklen schloss sich eine finale Elongation fiir 10 Minuten bei 72 °C an.

88




Ergebnisse

Um zu {iiberpriifen, ob die ausgewihlten Zytokinsequenzen mit den ausgewéhlten Primern
erfolgreich amplifiziert wurden, folgte eine elektrophoretische Auftrennung der PCR-
Amplifikate im Agarosegel (siehe 3.2.5.5). Die Ergebnisse zeigten, dass die PCR-Amplifikate
fiir die ausgewdhlten Zytokine ohne Nebenprodukte nachgewiesen werden konnten. Zur
Uberpriifung der Spezifitit der Primer wurde neben der Zytokin-cDNA auch genomische
DNA und RNA aus equinen PBMCs eingesetzt. Hierbei zeigte stets nur die Zytokin-cDNA
die zu erwartenden Fragmentgrof3en (Abb. 18, 19, 20).

M 1 23 45 6 7 8 9

DNA-Marker
Genomische DNA
cDNA (IL-2)
RNA (IL-2)
Genomische DNA
cDNA (IL-4)
RNA (IL-4)
Negativkontrolle

338bp

IL-2

IL-2 IL-4

Abbildung 18: Nachweis der IL-2 und IL-4 Amplifikate mit den Primern fiir die Klonierung

Die Amplifikate von IL-2 und IL-4 der cDNA-Proben (Spur 2+3 und 6+7)
wiesen die zu erwartenden FragmentgroBen auf. Bei den RNA-Proben (Spur 4
und 8) fand keine Amplifikation mit den IL-2 und IL-4 Primern statt.

M DNA-Marker
1 Genomische DNA
243 cDNA
4 RNA
5 Negativkontrolle
324 bp
‘_

Abbildung 19: Nachweis des IL-10 Amplifikats mit den Primern fiir die Klonierung

Die cDNA-Proben (Spur 2+3) wiesen Amplifikate in der erwarteten
FragmentgroBe von IL-10 auf. Die RNA-Probe zeigte keine Amplifikation.
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M12 3456738

DNA-Marker

cDNA (IFN-y 109 bp)
cDNA (IFN-y 293 bp)
RNA
Negativkontrolle

109 bp

Abbildung 20: Nachweis des IFN-y Amplifikats mit den Primern fiir die Klonierung und
TaqMan®—PCR

Die cDNA-Proben zeigten eine Amplifikation mit den IFN-y Primern in der
erwarteten Fragmentgrofle. Eine Amplifikation in der RNA-Probe fand nicht statt.

4.2.4 Ergebnisse der Klonierung der ausgewéhlten equinen Zytokingensequenzen
4.2.4.1 Konzentrations-Agarosegelelektrophorese und Restriktionsenzymanalyse

Nach erfolgreicher Etablierung der PCR-Primer fiir die Klonierung wurden die PCR-
Fragmente nach elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel ausgeschnitten, aufgereinigt
und im pGEM-T Easy Vektor kloniert (sieche 3.2.5.6). Zur Uberpriifung der erfolgreichen
Klonierung wurde eine Agarosegelelektrophorese mit der préparierten Plasmid-DNA
angefertigt (siehe 3.2.5.6.5). Hierfiir wurden 100 ng Plasmid-DNA eingesetzt. Durch die
unterschiedlichen Zustandsformen der Plasmid-DNA waren drei Banden im Agarosegel
sichtbar (siehe 3.2.5.6.5, Abb. 12). Die Konzentration der Plasmid-DNA lag durchschnittlich
bei 20 ng/ul. Die Klonierung war bei allen ausgewéhlten Zytokinsequenzen erfolgreich.

Durch Restriktionsenzymanalysen wurde das klonierte Fragment wieder aus der Plasmid-
DNA herausgeschnitten (siehe 3.2.5.6.6). Die Schnittstelle des Enzyms sollte auf Hohe der
T-Uberhiinge des Vektors liegen. Hierfiir wurde das Restriktionsenzym Eco RI verwendet.
Idealerweise schneidet Eco RI das eingeschleuste Fragment komplett heraus, so dass im
Agarosegel zwei Banden, die des Vektors (3 kb) und die des klonierten Fragments, zu sehen
sind (Abb. 21). Die herausgeschnittenen Fragmente von IFN-y (293 bp), IL-2 (338 bp) und

IL-10 (324 bp) entsprachen den zu erwartenden Fragmentgrof3en. Das klonierte Fragment von

90



Ergebnisse

Interleukin-4 hingegen wurde von Eco RI ebenfalls geschnitten, so dass das Fragment von
318 bp in zwei Fragmente von 177 bp und 141 bp geteilt wurde (Abb. 22). Die Bande von
IFN-y ist in ihrer Intensitit etwas schwécher im Agarosegel sichtbar, was moglicherweise auf
einen unvollstindigen Restriktionsenzymverdau hindeutet. Die Sequenzierung (4.2.4.2)

bestitigte aber, dass das entsprechende Fragment korrekt kloniert wurde.

M M
3 kb 3 kb
™ . L
324 bp
«— 177 bp
293 bp 338 bp 141 bp

IL-2

IL-4 IL-10

IFN-y
M = DNA-Marker

Abbildung 21: Restriktionsenzymanalysen mit Eco RI zur Uberpriifung der erfolgreichen

Klonierung (3 kb = Plasmid, 293 bp = IFN-y, 338 bp = IL-2, 177 bp und
141 bp = IL-4, 324 bp = IL-10)

Equines IL-4 Klonierungsfragment (318 bp):

1 atgggtctca

61 ttcatccagg
121 ctcacagatg
181 ggcccgaaga
241 tataaaagac
301 aagggcatgg
361 gactttttgg

cctaccaact

gattccagct

ctggtctgct

gatgcaaata
gaaagggcaa
acacagatgg
atgacaggtc

aaaggctaaa

cctaccaact gattccagct ctggte

cgacatcacc
gaattcgtgce
afaggaaatc
ckttgatcaaa
L
gacgatcatg

ttacaagaga
atggagctga
tgcagggctg
gaatgcctga

aatgaag
aaagagaaat

Forward Primer
= Reverse Primer

tactagcatg
tcatcaaaac
ctgtagcgga
caaaggtgct
gcggactgga
ccaagaagag
actccaagtg

taccagcaac
gctgaacaac
tgcctttgcet
tcaacagctc
caggaacctc
cacattgaaa
ttga

Schnittstelle von Eco RI: 5 GlA ATTC 3

Abbildung 22: Schnittstelle von Eco RI im Klonierungsfragment vom equinen Interleukin-4

(GenBank Acc.-Nr.: AF305617; Mauel und Steinbach 2000)
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4.2.4.2 Uberpriifung der klonierten DNA-Sequenzen mittels Sequenzierung

Durch Klonierung wurden die ausgewdhlten equinen Zytokin-mRNA Sequenzen zur
Herstellung einer Standardverdiinnungsreihe fiir die TagMan®-PCR vervielfiltigt. Die
klonierten Fragmente von Interferon-y, Interleukin-2, -4 und -10 sowie B-Aktin und GAPDH
wurden, wie unter dem Punkt 3.2.5.6.8 beschrieben, sequenziert. Das anschlieBende
»Alignment™ der klonierten DNA-Sequenzen mit den equinen Zytokin-mRNA Sequenzen aus
der Gendatenbank (NCBI, 1998 [http://www.ncbi.nih.nim.gov]) ergab in allen Fillen eine

hundertprozentige Ubereinstimmung.

4.2.5 Etablierung der TagMan®-PCR

Fir die Bestimmung der equinen Zytokin-mRNA-Konzentrationen zu den verschiedenen
Zeitpunkten vor und nach der Applikation von Zylexis® bzw. Placebo sowie nach
Vakzinierung mit Resequin® NN plus, wurden Primer-Sonden-Systeme fiir die

TaqMan®—PCR von [FN-y, IL-2, -4, -10, B-Aktin und GAPDH des Pferdes etabliert.

4.2.5.1 Priifung der Spezifitit der ausgewahlten Primer- und Sondensequenzen

Um zu iberpriifen, ob das ausgewihlte Primer-Sonden-System fiir die jeweilige Zytokin-
mRNA Sequenz in der TagMan®-PCR spezifisch nur die cDNA amplifiziert, wurden in die
PCR c¢cDNA und genomische DNA im Vergleich eingesetzt. Die Ergebnisse zeigten, dass nur
eine Amplifikation von cDNA mit dem entsprechenden Primer-Sonden-System stattfand

(Abb. 23).
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Abbildung 23: Amplifikationsgraph cDNA im Vergleich zur genomischen DNA fiir die
equine IFN-y-Sequenz

Dariiber hinaus wurden die Amplifikationsbedingungen durch unterschiedliche Annealing-
Temperaturen variiert. Dabei stellte sich heraus, dass ein Temperaturspektrum von 57 °C bis
63 °C in den Annealing-Temperaturen keinen Einfluss auf die Amplifikation der cDNA hatte.
Fiir jedes Zytokin konnte die TagMan®-PCR unter den gleichen Bedingungen, mit einer
Annealing-Temperatur von 60 °C, durchgefiihrt werden (siehe 3.2.5.7.4).

Untersuchungen zum Einfluss der Primerkonzentration auf die PCR-Reaktion zeigten, dass
Abweichungen nach oben und unten keine besondere Relevanz auf den Reaktionsverlauf
ausiibten. Hierbei wurden die beiden Primerpaare nach einer Kreuztabelle jeweils in einer
Konzentration von 0,5 pl, 1,5 pl und 4,5 pl miteinander kombiniert. Lediglich hohe
Primerkonzentrationen  filhrten dazu, dass der Schwellenwert (Ct-Wert) des
Fluoreszenzsignals um einen Zyklus frither detektiert werden konnte.

In dem PCR-Reaktionsansatz erwies sich eine Primerkonzentration von jeweils 0,75 ul als

geeignet.

4.2.5.2 Beurteilung der etablierten TagqMan®-PCR

Nach der erfolgreichen Etablierung der TagMan®-PCR zur Messung equiner Zytokin-mRNA

Sequenzen wurde das Nachweissystem zunéchst validiert.
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Zur Bestimmung der Varianz des Nachweissystems wurden die 6 Verdiinnungsstufen der
Plasmid-DNA (10° bis 10" Genoméquivalenten) als Doppelansatz in drei unabhingigen PCR-
Laufen untersucht (interassay Varianz) sowie als Vierfachansatz in einem PCR-Lauf
(intraassay Varianz). Die Darstellung der intra- und interassay Varianz erfolgte als
Standardabweichung von den  Ct-Werten der entsprechenden  Plasmid-DNA
Verdiinnungsstufen (Tab. 16). Fiir alle untersuchten Proben zur Varianzbestimmung konnte
eine Standardabweichung der Ct-Werte stets unter 1 festgestellt werden.

Aus der Steigung der Standardkurve der Plasmid-Verdiinnungsstufen wurde die PCR-
Effizienz ermittelt (Rasmussen 2001). Eine optimale ,,Real Time“-PCR Effizienz wiirde eine
Verdopplung der Menge an PCR-Produkt pro Zyklus voraussetzen. Um zu verhindern, dass
Schwankungen in den Effizienzen von Zielgen und Referenzgen zu groflen
Expressionsunterschieden fiihren, werden die unterschiedlichen Effizienzen anhand von
Berechnungsmodellen ermittelt. Die Effizienz berechnet sich nach folgender Formel:
E=100"5*“ee] (Rasmussen 2001) und sollte Werte bis 2 annchmen. In Tabelle 17 sind die
durchschnittlichen Steigungen der Standardkurven, ermittelt aus vier unabhingigen
PCR-Léufen, und die daraus errechneten PCR-Effizienzen fiir jedes Zytokin aufgelistet.
Untersuchungen der Plasmid-Verdiinnungsstufen ergaben fiir alle Zytokine eine lineare
Standardkurve mit vergleichbaren Ermittlungsgrenzen (Abb. 24 und 25). Bei allen
Reaktionsansitzen konnte bis zur letzten Verdiinnungsstufe mit 10" Genomiquivalenten eine
positive Amplifikation verzeichnet werden. Eine Auflistung der durchschnittlichen Ct-Werte

in Verbindung mit der Plasmid-Konzentration gibt Tabelle 18 wieder.

Tabelle 16: Intra- und interassay Varianz der TagMan®-PCR

Standardabweichung
Zytokin | 10°GE | 10°GE | 10 GE
Intraassay | [FN-y 0,17 0,76 0,96

IL-2 0,06 0,09 0,3

IL-4 0,07 0,44 0,29
IL-10 0,09 0,64 0,73
Interassay | [FN-y 0,41 0,50 0,83
IL-2 0,37 0,66 0,81
IL-4 0,16 0,42 0,74
IL-10 0,32 0,97 0,24

GE = Genoméquivalenten
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Tabelle 17: Steigung der Standardkurven und PCR-Effizienzen

Zytokin Steigung Effizienz
IFN-y -3,77 1,84
IL-2 - 3,56 1,90
IL-4 - 3,63 1,88
IL-10 - 3,63 1,88

Tabelle 18: Plasmid-Verdiinnungsstufen und durchschnittliche Ct-Werte

Ct-Werte
Plasmid-DNA B-Aktin | GAPDH |IFN-y |IL-2 |IL-4 |IL-10
Verdiinnungsstufe
10° 18,23 15,25 18,23 15,75 | 15,54 | 15,34
10* 24,90 21,80 27,07 | 22,44 | 22,93 | 22,72
10 31,39 29,35 34,42 | 29,15 | 31,17 | 29,61
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Abbildung 24: Amplifikationsgraph am Beispiel von IL-2
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Abbildung 25: Standardkurve am Beispiel von IL-2

4.3 Untersuchung der humoralen Immunantwort auf EHV-1 und EHV-4 Antikorper
nach Zylexis®- / Placebo-Applikation und Vakzinierung mit Resequin® NN plus

Von dem entnommenen Blut (siche 3.2.2.2) wurde das Plasma im Verlauf der Studie
serologisch mittels Neutralisationstest (siehe 3.2.3.2) und indirektem Immunfluoreszenztest
(siche 3.2.3.3) auf Antikorper gegen EHV -1 und EHV -4 untersucht. Eine tabellarische
Auflistung der Untersuchungsergebnisse befindet sich im Anhang (9.1, A 2).

4.3.1 Verlaufsuntersuchungen der Antikdrpertiter im Neutralisationstest (NT) und indirekten

Immunfluoreszenztest (IFT)

Im Studienverlauf wurden insgesamt zu den 6 Untersuchungszeitpunkten 118 Blutproben
serologisch mittels Neutralisationstest (NT) und indirektem Immunfluoreszenztest (IFT) auf
EHV-1 und EHV-4 Antikorper untersucht.

Im NT wurden insgesamt zu allen Untersuchungszeitpunkten bei 99 Blutproben (83,9%) der
EHV-1 Antikorpertiter unter der Quantifizierungsgrenze von 1:10 nachgewiesen. Bei den
EHV-4 Antikorpertitern lagen 104 Blutproben (88,2%) unter 1:10.

Ein EHV-1 Antikorpertiter von 1:10 konnte bei 18 Blutproben (15,3%) festgestellt werden
und bei EHV-4 in 13 Fillen (11%). EHV-1 und -4 Antikorpertiter von 1:20 traten jeweils bei
nur einer Blutprobe (0,8%) auf. Untersuchungen der Antikorpertiter im Studienverlauf mittels

NT ergaben nach der Impfung am Versuchstag 0 einen Antikorpertiteranstieg um den
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Faktor 2 bei vier Pferden gegen EHV-1, bei zwei Pferden gegen EHV-4 und bei einem Pferd
gegen EHV-1 und -4.

Im IFT konnten bei allen untersuchten Pferden zu jedem Untersuchungszeitpunkt Antikorper
gegen EHV-1 und EHV-4 nachgewiesen werden. Die AntikOrpertiter lagen zwischen 1:320
und 1:20480. Auffillige EHV-1 Antikorpertiter von > 1:2560 im IFT wurden bei
41 Blutproben (34,8%) im gesamten Untersuchungszeitraum nachgewiesen und bei den
EHV-4 Antikorpertitern bei 39 Blutproben (33%). Nach der Impfung am Versuchstag 0
reagierten innerhalb von 14 Tagen 19 Pferde mit einem Titeranstieg gegen EHV-1 und
EHV-4 um den Faktor 2 und mehr. Davon reagierte ein Pferd nur mit einem EHV-1
Antikorperanstieg und zwei Pferde nur mit einem EHV-4 Antikorperanstieg. Besonders
auffillig war der EHV-1 und -4 Antikorperanstieg um den Faktor 4 am Versuchstag 7 bei
»Ibiza® sowie der EHV-1-Titeransteig um den Faktor 4 bei ,,Goldfee*. ,,Genua* zeigte am
Versuchstag 14 einen EHV-1/-4 Titeranstieg um den Faktor 8. Titeranstiege kdnnen nur in
Zusammenhang mit der Anamnese beurteilt werden. Die Pferde zeigten im Studienverlauf
keine Anzeichen einer klinischen Erkrankung. Der Anstieg der Antikorpertiter ist daher auf
die Impfung zurtickzufiihren.

Im Folgenden sind die Verldufe der Antikorpertiter gegen EHV-1 und EHV-4 im NT und IFT
fiir jedes Pferd graphisch dargestellt (Abb. 26 bis 29). Detaillierte Angaben befinden sich im
Anhang (9.1, A2).
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Abbildung 28: EHV-4 Antikorpertiter im [FT
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4.3.2 Vergleich der Antikorpertiterverldufe getrennt nach Zylexis- und Placebo-Gruppe

Von Interesse dabei war, ob eine humorale Immunantwort nach erfolgter Impfung messbar ist
und ob ein Antikorperanstieg mit der Gabe von Zylexis” korreliert. Im Studienverlauf zeigten
die Tiere keine Anzeichen einer klinischen Erkrankung, so dass Verdnderungen der
Antikorpertiter als Reaktion auf die Impfung zu bewerten sind.

Innerhalb der Zylexis-Gruppe konnte beim EHV-1/-4 NT ein Antikdrpertiteranstieg um den
Faktor 2 bei 2 Pferden festgestellt werden. Ergebnisse der Antikorpertiter gegen EHV-1/-4 im
IFT zeigten bei 10 Pferden der Zylexis-Gruppe einen Titeranstieg um den Faktor 2 und mehr.
Davon konnte bei 2 Pferden ein Titeranstieg um den Faktor 4 am Versuchstag 7 verzeichnet
werden.

In der Placebo-Gruppe kam es beim NT zu EHV-1/-4 Titererh6hungen um den Faktor 2 von
2 Pferden zum Versuchstag 14. Antikérperanstiege um mindestens den Faktor 2 gegen
EHV-1/-4 im IFT konnten bei allen 9 Pferden der Placebo-Gruppe bis zum Versuchstag 14
verzeichnet werden. Davon zeigte ein Pferd einen Titeranstieg um den Faktor 8 (Tab. 19).

Ein statistisch signifikanter Unterschied der Antikorpertiter gegen EHV -1 und EHV -4 in den
beiden Gruppen zu den verschiedenen Zeitpunkten sowie auf den maximalen

Antikorperanstieg gegeniiber dem Ausgangswert war nicht zu verzeichnen (U-Test, p > 0,05).

Tabelle 19: Hiufigkeiten der EHV-1/-4 Antikdrpertiter vor und nach der Impfung im
Studienverlauf (Zylexis n = 11; Placebo n = 9)

Anzahl der Pferde
2 d pri vac.” 3 d post vac. 7 d post vac. 14 d post vac.
Zylexis | Placebo | Zylexis | Placebo | Zylexis | Placebo | Zylexis | Placebo
EHV 1 4 1 4 1 |4 1 4 1 |4 1 4 1 4 |1 4
NT | <L:10 |10 |10 |8 |8 1010 |8 |8 1010 |6 |8 9 9 |4 7
1:10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 2 2 14 1
1:20 I I I I I I A D I - -] 1
IFT | 1320 |- 1 |- - I I I N I D - - - -
o0 (3 (1 [3 [1 [2 |1 [4 |- - 2 |- - -1 -
11280 [3 4 [1 |4 |4 |5 |1 e [3 |3 |3 [4 |2 [21]2 |-
12560 [2 5 [- |1 |3 |3 [2 [- |3 |3 |- 12 |2 |-12 |3
15120 2 1 [4 [3 |1 |2 |2 3 |3 |4 [3 3 |5 [7]1 |3
240 [ 1 (- [- - 1 |- |- - 1 |- 1 |- 1 [1]4 |3
120480 [ - [~ - |- I R 1 1 - - 1 1 |-

* . .
vac. = vaccinationem
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4.3.3 Vergleich der Antikorpertiterverldufe getrennt nach unterschiedlicher

Vorimmunisierung

Untersuchungen des Einflusses der unterschiedlichen Vorimmunisierung ergaben keinen
statistisch signifikanten Unterschied (U-Test; p > 0,05) auf den maximalen Antikdrperanstieg
gegeniiber dem Ausgangswert. Im NT konnte bis zum Versuchstag 14 eine Erhdhung der
Antikorpertiter bei 4 Pferden aus der Resequin-Gruppe (n = 8) und bei 3 Pferden aus der
Influenza-Gruppe (n = 12) festgestellt werden.

Aus der Gruppe Resequin zeigten im IFT insgesamt 7 Pferde eine Titererh6hung gegen
EHV-1/-4 bis zum Versuchstag 14. Aus der Influenza-Gruppe reagierten 10 Pferde mit einer
Erhohung der Antikdrpertiter.

4.3.4 Vergleich der Antikorpertiterverldufe getrennt nach Altersgruppen und Geschlecht

Die Untersuchung des Einflusses von Alter und Geschlecht der Pferde auf den maximalen
Antikorperanstieg gegeniiber dem Ausgangswert erbrachte keinen statistisch signifikanten
Unterschied (U-Test; p > 0,05). Insgesamt konnte beim NT ein Anstieg der Antikorpertiter
bei 2 Pferden ,,bis 4 Jahre* (n = 10) verzeichnet werden und bei 5 Pferden ,,iiber 4 Jahre*
(n =10). Beim IFT wurde insgesamt bis zum Versuchstag 14 bei 8 Pferden ,,bis 4 Jahre* ein

Antikorperanstieg gemessen und bei 7 Pferden aus der Gruppe ,,liber 4 Jahre*.

4.4 Untersuchung der PBMC-Anzahl und des Inmunstatus nach Zylexis®- / Placebo-
Applikation und Vakzinierung mit Resequin® NN plus

4.4.1 Bestimmung der Anzahl der equinen peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC)

Im Verlauf der Studie wurde zu den verschiedenen Blutentnahmezeitpunkten nach der
Praparation der peripheren mononukledren Blutzellen (siehe 3.2.4.1) aus 30 ml EDTA-
Pferdeblut die absolute Anzahl der PBMC ermittelt (siche 3.2.4.2).

In der Abbildung 30 sind die Einzelverlaufe der PBMC-Anzahl im Studienverlauf fiir jedes
Pferd wiedergegeben. Insgesamt war ersichtlich, dass das Niveau der PBMC-Anzahl
individuell bedingt ist. Bei insgesamt 16 Pferden (80%) von 20 konnte ein Anstieg der
PBMC-Anzahl im Studienverlauf verzeichnet werden (9.1; A3).
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Abbildung 30: Zeitlicher Verlauf der Anzahl der equinen PBMC/ml (n = 20 Pferde)
(PBMC / ml = Zellzahl x 107 / ml)

4.4.2 Vergleich der PBMC-Anzahl in den Gruppen Zylexis und Placebo

Durch Bildung von Differenzen der gemessenen PBMC-Anzahl zum Ausgangswert
(Versuchstag -30) zeigte sich, dass die Zylexis-Gruppe im Mittel {iber der Placebo-Gruppe lag
(U-Test, p < 0,045). In der Placebo-Gruppe befanden sich ungefdhr gleich viele Tiere
unterhalb und oberhalb des Ausgangswertes im Verlauf der Studie, in der Zylexis-Gruppe

lagen 78,1 % der Tiere nicht unterhalb des Ausgangswertes (Abb. 31).
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Abbildung 31: Anderung der Anzahl der equinen PBMC/ml getrennt nach Zylexis- und
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4.4.3 Vergleich der PBMC-Anzahl getrennt nach unterschiedlicher Vorimmunisierung

Zur Uberpriifung, ob die Art der Vorimmunisierung einen Einfluss auf die PBMC-Anzahl
ausiibt, wurde die Anderung der Zellzahl im Studienverlauf dahingehend getrennt nach
Influenza- und Resequin-Impfung untersucht. Bei Betrachtung der Anzahl an equinen PBMCs
zu den einzelnen Versuchstagen zeigten die Pferde der Influenza-Gruppe an den Tagen -2, 0,
7 und 14 stets statistisch signifikant hohere Zellzahlen als die Resequin-Gruppe (Abb. 32).
Jedoch konnte fiir beide Arten der Vorimmunisierung keine statistisch signifikante
Verdanderung der Zellzahl im Vergleich zum Ausgangswert im gesamten Studienzeitraum
beobachtet werden (U-Test, p > 0,05). In der Abbildung 33 sind die Anderungen der PBMC-
Anzahl beschrieben. Hierbei fillt auf, dass die Tiere der Influenza-Gruppe eine groBere

Differenz in der PBMC-Anzahl zeigen.
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Abbildung 32: Verlauf der PBMC-Anzahl getrennt nach Resequin- und Influenza-Gruppe
(PBMC / ml = Zellzahl x 107 / ml)
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Abbildung 33: Anderung der PBMC-Zahl/ml getrennt nach Resequin- und Influenza-Gruppe
(PBMC / ml = Zellzahl x 107 / ml)

4.4.4 Vergleich der PBMC-Anzahl getrennt nach Altersgruppen und Geschlecht

Fiir die Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses des Alters auf die Anzahl der equinen
PBMC wurden die Pferde in Alterskategorien ,,bis 4 Jahre* und ,,liber 4 Jahre* eingeteilt.
Beim Vergleich der einzelnen Versuchstage untereinander ergab sich ein statistisch
signifikanter Unterschied in der PBMC-Anzahl zwischen den beiden Altersgruppen zum
Versuchstag 0 (U-Test; p = 0,035), Versuchstag 7 (p = 0,005) und zum Versuchstag 14
(p=0,028). Aus der Abbildung 34 ist zu ersehen, dass bei den Tieren ,,bis 4 Jahre* im
Studienverlauf eine hohere Anzahl equiner PBMC nachgewiesen werden konnte.

Das Alter erbrachte hinsichtlich der Differenz zum Ausgangswert keinen statistisch
signifikanten Unterschied (U-Test, p > 0,05). In der Abbildung 35 sind die Anderungen der
PBMC-Anzahl beschrieben.

Das Geschlecht der Tiere zeigte keinen Einfluss auf die Anzahl der peripheren

Blutleukozyten.
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Abbildung 35: Anderung der PBMC-Anzahl getrennt nach Altersgruppen
(PBMC/ml = Zellzahl x 107 / ml)

4.4.5 Bestimmung des Immunstatus durch die Firma LABOKLIN bei Erstuntersuchung und
nach Zylexis®- / Placebo-Applikation und Vakzinierung mit Resequin® NN plus

Fiir die Ermittlung des Immunstatus wurde die Anzahl der B-, T-, CD4"- und CD8"-Zellen zu
den Versuchstagen -30 und O durch das Labor LABOKLIN (Bad Kissingen) unter
Verwendung der Durchflusszytometrie bestimmt. Ein genaue Auflistung der Daten befindet

sich im Anhang (9.1; A4).
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In der Tabelle 20 ist die Anzahl an B-, T-, CD4"- und CD8"-Zellen zu den Versuchstagen -30
und 0 aufgelistet. Besonders auffillig waren die Messwerte der CD8'-Zellen. Zum
Versuchstag -30 lagen bei 15 Pferden die Werte unterhalb des Referenzbereichs und zum
Versuchstag 0 zeigten 10 Pferde Werte oberhalb des Referenzbereichs. Abbildung 36 gibt die
Anzahl der Zellen als Einzelverldufe pro Tier wieder. Dabei ist ersichtlich, dass die Zellzahlen
zwischen den Tieren unterschiedliche Streuungen aufwiesen. Nur bei den CD8"-Zellen waren
die Werte am Versuchstag -30 bei allen Tieren einheitlich niedrig und alle Tiere zeigten einen
Anstieg der Zellzahl am Versuchstag 0. Fiir die Messwerte der Zellzahlen von den T-Zellen,
B-Zellen und CD4"-Zellen der Versuchstage -30 und 0 konnte mittels Wilcoxon-Test fiir
gepaarte Stichproben statistisch keine Signifikanz nachgewiesen werden (p > 0,5). Hingegen
dazu war der Anstieg der CD8 -Zellen von Versuchstag -30 zu Versuchstag 0 statistisch

signifikant (p < 0,001).

Tabelle 20: Ubersicht Immunstatus (n = 18 Pferde)

Anzahl der Pferde
Zellen im Referenz- | unterhalb | oberhalb
(Versuchstag) bereich
T-Zellen (-30) 2 -- 16
T-Zellen (0) 4 -- 14
CD4"-Zellen (-30) | 5 2 11
CD4"-Zellen (0) | 5 -- 13
CD8"-Zellen (30) | 2 15 1
CD8"-Zellen (0) | 8 - 10
B-Zellen (-30) 4 -- 14
B-Zellen (0) 8 1 9
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Abbildung 36: Einzeltierverldufe der Anzahl der B-, T-, CD4"- und CD8"-Zellen
(Zellzahl in Mega/l = Zellzahl x 10° / Liter)
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4.4.6 Vergleich des Immunstatus zwischen der Placebo- und Zylexis-Gruppe

Bei der Uberpriifung der Anderungen der Lymphozytenpopulationen (B-, T-, CD4'- und
CDS8"-Zellen) an den Versuchstagen -30 und 0 ergab sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (U-Test, p > 0,05).

Beide Gruppen zeigten bei den B-Zellen, T-Zellen und CD4'-Zellen nur geringe
Verianderungen im Vergleich zum Ausgangswert. Der Median dieser Zellzahlen lag hier bei
Null (Abb. 37). Deutliche Verinderungen waren dagegen in beiden Gruppen bei den

CDS8"-Zellen zu beobachten, da alle Werte angestiegen waren und eine positive Differenz

aufwiesen.
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Abbildung 37: Anderung des Immunstatus getrennt nach Zylexis- und Placebo-Gruppe
(Zellzahlen in Mega/l = Zellzahl x 10° / Liter)
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4.4.7 Vergleich des Immunstatus getrennt nach unterschiedlicher Vorimmunisierung

Unter Berlicksichtigung der einzelnen Versuchstage zeigte die Influenza-Gruppe hohere

Zellzahlen der T-Zellen, CD8"-Zellen und B-Zellen am Versuchstag 0 im Vergleich zu der

Resequin-Gruppe. Diese Unterschiede waren statistisch signifikant (U-Test; p =0,02;

p=0,02; p<0,001) und sind im Folgenden graphisch dargestellt (Abb. 38).

Bei der Bildung der Differenz vom Versuchstag 0 zum Versuchstag -30 konnte keine

statistisch signifikante Anderung der Zellzahlen festgestellt werden (U-Test, p > 0,05).
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Abbildung 38: Immunstatus zum Versuchstag -30 und 0 in den Gruppen Resequin und

Influenza (Zellzahlen in Mega/l = Zellzahl x 10° / Liter)
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4.4.8 Vergleich des Immunstatus getrennt nach Altersgruppen und Geschlecht

Bei Betrachtung der einzelnen Versuchstage zeigte die Gruppe ,,bis 4 Jahre* statistisch
signifikant hohere Zellzahlen bei den T-Zellen am Versuchstag -30 und 0 (U-Test; p = 0,034;
p < 0,001), bei den CD8"-Zellen am Versuchstag 0 (p = 0,008) und bei den B-Zellen am
Versuchstag -30 und 0 (p = 0,026; p < 0,001). Dariiber hinaus zeigte die Gruppe Pferde
,.bis 4 Jahre* im Mittel hohere Werte bei den CD4 -Zellen.

In der Gruppe der Pferde ,,iiber 4 Jahre* konnte eine Reduktion der T-Zellen, CD4 -Zellen
und B-Zellen am Versuchstag 0 beobachtet werden.

Zusitzlich zeigten beide Altersgruppen eine Zunahme der CD8"-Zellen.

Die statistische Priifung der Anderung der Zellzahl im Vergleich zum Ausgangswert ergab bei
der Anzahl der T-Zellen zwischen den beiden Altersgruppen ein statistisch signifikanten
Unterschied (U-Test, p = 0,013). Der Median beider Altersgruppen lag bei Null, jedoch
wiesen die Tiere ,,bis 4 Jahre* zu ca. 75% positive Differenzen auf, wéhrend die élteren Tiere
zu etwa 75% negative Differenzen in der Zellzahl hatten (Abb. 39).

Unterschiede beim Geschlecht konnten nicht festgestellt werden.
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Abbildung 39: Anderung und Verlauf der Anzahl der B-, T-, CD4"- und CD8"-Zellen
getrennt nach Altersgruppen (Zellzahlen in Mega/l = Zellzahl x 10°/ Liter)
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Fortsetzung Abbildung 39: Anderung und Verlauf der Anzahl der B-, T-, CD4"- und CD§"-
Zellen getrennt nach Altersgruppen

(Zellzahlen in Mega/l = Zellzahl x 10°/ Liter)
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4.5 Untersuchung der Zytokin-mRNA Expression nach Zylexis®- / Placebo-Applikation

und Vakzinierung mit Resequin® NN plus
4.5.1 Vergleich der Zytokinmesswerte zwischen den Housekeeping Genen

Die absoluten mRNA-Mengen wurden gegen die Housekeeping Gene equines B-Aktin und
equines GAPDH normalisiert und mittels Regressionsanalyse nach Passing und Bablok
verglichen (Passing und Bablok 1983; Bablok et al. 1988).

In den Abbildungen 40 bis 43 ist fiir jedes Zytokin die Passing und Bablok Regression
wiedergegeben. Hierfiir wurden die Zytokinmesswerte zur Basis 10 logarithmiert. Die
Ergebnisse zeigten, dass bei IFN-y und IL-2 das 95%-Konfindenzintervall der Steigung der
Geraden die 1 enthélt, d.h. im Mittel von einer Verschiebung der Geraden um eine Konstante
zur 45° Geraden ausgegangen werden kann. Hingegen zeigten die Geraden von IL-4 und IL-
10 eine von 1 verschiedene Steigung der Geraden, was bedeutet, dass fiir eine Berechnung der
Werte die Gerade mit beriicksichtigt werden muss. Eine Auflistung der Ergebnisse ist in

Tabelle 21 wiedergegeben.
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Die positiven Spearman’schen Rang Korrelationskoeffizienten (R) deuten darauf hin, dass mit
zunehmenden Werten der B-Aktin Proben auch tendenziell hohere GAPDH-Werte erwartet
werden konnen. Diese Untersuchungen des Zusammenhanges zwischen der
Zytokinexpression mit B-Aktin vs. GAPDH waren sdmtlich deutlich und statistisch
signifikant.

Anhand dieser Regressionen konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, aus den Werten des
einen Housekeeping Gens die Werte des anderen zu berechnen. Im Folgenden wurde
aufgrund dieser Aussage die Auswertung der Zytokinexpression mit dem Housekeeping Gen

B-Aktin durchgefiihrt.

4
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Abbildung 40: Regression nach Passing und Bablok fiir das Interferon-y
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Abbildung 41: Regression nach Passing und Bablok fiir das Interleukin-2
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Abbildung 42: Regression nach Passing und Bablok fiir das Interleukin-4
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Tabelle 21: Ergebnisse Methodenvergleich nach Passing und Bablok

IFN-y (GAPDH)/ IL-2 (GAPDH) / IL-4 (GAPDH)/ IL-10 (GAPDH)/
IFN-y (B-Aktin) IL-2 (B-Aktin) IL-4 (B-Aktin) IL-10 (B-Aktin)
Regressions-
gleichung y=-1,407+0912x |y=-1,821+1,054x |y=-1,910+1,134x |y=1,976+1,254x
Schnittpunkt -1,4078 -1,8219 -1,9104 -1,9768
(Intercept)
95% Konfidenz- | -1,6132 - -1,2076 -2,1790 - -1,4861 -2,1243 - -1,6879 | -2,2427 - -1,7570
intervall
Steigung (Slope) | 0,9129 1,0540 1,1349 1,2544
95% Konfidenz- | 0,8266 - 1,0008 0,9601 - 1,1590 1,0333 - 1,2490 1,1106 - 1,4139
intervall
Spearman 0,9536 0,8126 0,8460 0,7591
Korrelations-
koeffizient (R)

4.5.2 Bestimmung des absoluten mRNA-Gehaltes von IFN-y, Interleukin-2, -4 und -10 in den

equinen peripheren mononukledren Blutzellen (ex vivo)

Im Studienverlauf wurde die absolute mRNA-Menge von IFN-y, Interleukin-2, -4 und -10 in
Blutproben von Pferden untersucht. Hiermit sollte die Frage geklart werden, ob die
ausgewdhlten Zytokin-mRNA-Gehalte direkt aus den priparierten equinen peripheren
mononukledren Blutzellen ex vivo iliberhaupt messbar sind und im Folgenden, ob der
Immunmodulator Zylexis® und der Impfstoff in Kombination Einfluss auf die absolute
Zytokin-mRNA-Menge haben.

Die ausgewihlten Zytokine konnten mit Hilfe des TagMan®-Detektionssystems direkt aus den
préparierten peripheren Blutleukozyten (ex vivo) erfolgreich detektiert werden. Insgesamt
stellte sich heraus, dass z. T. eine grofe Streuung der Zytokinmesswerte innerhalb und
zwischen den Einzeltieren vorlag (Abb. 44). Bei Interferon-y lagen bei 5 Pferden die Werte zu
jedem Zeitpunkt der Studie jeweils unterhalb der Nachweisgrenze von 10' Kopien/pl.
Interleukin-10 zeigte eine etwas geringere Streuung der Messwerte bei den Einzeltieren.

Die Beurteilung der statistischen Signifikanz der Zytokinmesswerte fiir die unterschiedlichen
Gruppen erfolgte anhand der ex vivo Messwerte, die mit den Housekeeping Genen GAPDH

und B-Aktin ermittelt wurden. Unterschiede in der statistischen Auswertung konnten
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zwischen den beiden Housekeeping Genen nicht festgestellt werden. Aufgrund der Ergebnisse
im Kapitel 4.5.1 erfolgte die weitere Darstellung der Zytokinexpression anhand der Werte fiir
B-Aktin. Die statistischen Analysen erfolgten auf Basis der betragsmiBig groften Differenz
eines jeden Tieres zu dem Ausgangswert, wobei das Vorzeichen wieder beriicksichtigt wurde.
Uber die groBte Auslenkung des Tieres wurden die Gruppen miteinander verglichen.

Eine genaue Auflistung der Zytokinmesswerte ex vivo fiir B-Aktin befindet sich im Anhang

(9.1; A5).
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4.5.3 Vergleich der Zytokinmesswerte getrennt nach Placebo- und Zylexis-Gruppe

Uber die groBte Auslenkung des Tieres wurden die Gruppen statistisch mittels U-Test

miteinander verglichen.

In der Tabelle 22 sind die maximalen Auslenkungen der Zytokinmesswerte getrennt nach

Versuchsgruppen aufgelistet.
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Tabelle 22: Deskriptive Statistik der Zytokinmesswerte durch Bildung der maximalen

Differenz zum Ausgangswert

Deskriptive Statistik
Einschlussbedingung: Placebo-Gruppe
Giilt. N Mittelw. Median | Minimum | Maximum | Unteres Oberes
Quartil Quartile
IFN-y, Beta-Aktin,
Diff MAX 9 3,40 4,761 -10,71 12,9 0,2970 10,35
IL-2, Beta-Aktin
Diff MAX 9 1904,57 90,422 -441,99 12037,9 7,3170 1883,07
IL-4, Beta-Aktin
Diff MAX 9 111,65 18,212 -27,25 565,9 2,9610 183,22
IL-10, Beta-Aktin
Diff MAX 9 36,97 1,248 -1,09 239,1 0,8730 3,94
Deskriptive Statistik
Einschlussbedingung: Zylexis-Gruppe
Giilt. N Mittelw. Median | Minimum | Maximum | Unteres Oberes
Quartil Quartile
IFN-y, Beta-Aktin,
Diff MAX 9 17,7 7,401 -2 69,08 2,852 12,884
IL-2, Beta-Aktin
Diff MAX 9 193,5 247,314 -1135 973,29 -30,134 450,947
IL-4, Beta-Aktin
Diff MAX 9 99,0 12,955 -2 640,61 1,938 30,922
IL-10, Beta-Aktin
Diff MAX 9 2,1 1,484 -1 6,59 0,334 3,261

Aufgrund der schiefen Verteilung der Einzelwerte eignet sich der Median als geeignetes Maf}
fir das ,mittlere Verhalten“ der Messwerte. Hierbei fillt auf, dass die Mediane der
maximalen Auslenkung fiir IFN-y, IL-4 und IL-10 sich in beiden Gruppen nur geringfiigig
voneinander unterscheiden (Tab. 22). Auffillig erscheint der etwas hohere Median der
maximalen Auslenkung von IL-2 in der Zylexis-Gruppe.

Bei der Untersuchung mittels U-Test getrennt nach beiden Gruppen auf die maximale
Verdnderung aller Zytokinmesswerte von Versuchstag -30 nach Versuchstag -2 bis 14, konnte

keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden (p > 0,05).

Dennoch ist fiir IFN-y eine leichte Reaktion in der Expression im Studienverlauf zu
beobachten gewesen. Unter Beriicksichtigung der Einzeltiermesswerte zeigte sich eine leichte
Zunahme der IFN-y Werte um den Versuchstag 0 bei 4 Pferden (44,4%) aus der Placebo-
Gruppe (n = 9) und bei 8 Pferden (72,7%) aus der Zylexis-Gruppe (n = 11). Zum Ende der
Studie sanken die Werte wieder auf das Niveau der Ausgangskonzentration ab, teilweise

sogar darunter (Abb. 45).
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Abbildung 45: Zeitlicher Verlauf der Zytokinmesswerte fiir [FN-y in den Gruppen Zylexis

und Placebo (Messwerte zur Basis 10 logarithmiert)

In der Abbildung 46 sind die Anderungen der IFN-y Expression im Vergleich zum
Ausgangswert getrennt nach beiden Gruppen wiedergegeben. Die meisten Tiere in beiden
Gruppen zeigten hierbei kaum eine Verdnderung der IFN-y Expression im Studienverlauf.
Auffallend waren jeweils zwei Tiere in der Placebo- und Zylexis-Gruppe, die eine zunehmend
negative Differenz zum Ausgangswert im Verlauf der Studie zeigten. In der Zylexis-Gruppe

reagierten dagegen zwei Tiere mit einer positiven Differenz zum Ausgangswert.
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Abbildung 46: Anderung der IFN-y Expression zum Ausgangswert

Bei den Messwerten fiir die Expression von IL-2 zeichnet sich eine &hnlich grofle Streuung
der Einzeltiere auf. Besonders auffallend hierbei war, dass bei allen Tieren die Werte von
Interleukin-2 hoher lagen als bei den anderen Zytokinen. Die Abbildung 47 beschreibt die
Einzeltierverldufe der Zytokinmesswerte von IL-2. In beiden Gruppen sind im Verlauf der

Studie kaum Verdnderungen in der IL-2 Expression zu beobachten gewesen.
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Abbildung 47: Zeitlicher Verlauf der Zytokinmesswerte fiir IL-2 in den Gruppen Zylexis und

Placebo (Messwerte zur Basis 10 logarithmiert)

Auch in der Anderung der Zytokinmesswerte zum Ausgangswert waren fiir IL-2 insgesamt
nur geringe Abweichungen feststellbar. In beiden Gruppen reagierten vereinzelte Tiere

sowohl mit einer positiven als auch negativen Differenz (Abb. 48).
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Abbildung 48: Anderung der IL-2 Expression im Vergleich zum Ausgangswert

Bei der Betrachtung der Einzeltierverldufe der Expression von Interleukin-4 konnte im
Studienverlauf fiir einen grofen Teil der Tiere in beiden Gruppen ein leichter Anstieg der
Zytokinmesswerte beobachtet werden (Abb. 49). Die Anderung der Zytokinmesswerte im
Vergleich zum Ausgangswert zeigte fiir IL-4 in beiden Gruppen vermehrt positive

Differenzen (Abb. 50).

Der grofBite Teil der Tiere reagierte geringfligig mit einer zunehmenden Zytokinexpression.
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Abbildung 49: Zeitlicher Verlauf der Zytokinmesswerte fiir [L-4 in den Gruppen Zylexis und

Placebo (Messwerte zur Basis 10 logarithmiert)
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Abbildung 50: Anderung der IL-4 Expression im Vergleich zum Ausgangswert
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Die Messwerte fiir die Zytokinexpression von Interleukin-10 zeigten unter Beriicksichtigung

der Einzeltierverldufe bei einigen Tieren beider Gruppen im Studienverlauf leicht ansteigende

Werte (Abb. 51). Bei der Anderung der Zytokinexpression zum Ausgangswert ergaben sich

jedoch kaum Verdnderungen in beiden Gruppen (Abb. 52).
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Abbildung 51: Zeitlicher Verlauf der Zytokinmesswerte fiir IL-10 getrennt nach Gruppen
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Abbildung 52: Anderung der IL-10 Expression im Vergleich zum Ausgangswert
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4.5.4 Vergleich der Zytokinmesswerte getrennt nach unterschiedlicher Vorimmunisierung

Untersuchungen zum Einfluss der Vorimmunisierung auf die maximale Verdnderung der
Zytokinmesswerte von Versuchstag -30 nach Versuchstag -2 bis 14 ergaben einen statistisch
signifikanten Unterschied bei den Werten fiir Interleukin-4 (p = 0,034) und fiir Interleukin-10
(p = 0,034) bei der Resequin-Gruppe. Die Influenza-Gruppe zeigte eine geringere maximale
Auslenkung von Interleukin-4 und Interleukin-10.

In der Tabelle 23 sind die maximalen Auslenkungen der Zytokinmesswerte im Vergleich zum

Ausgangswert aufgelistet.

Tabelle 23: Deskriptive Statistik der Zytokinmesswerte durch Bildung der maximalen

Differenz zum Ausgangswert getrennt nach unterschiedlicher Vorimmunisierung

Deskriptive Statistik
Einschlussbedingung: Resequin-Gruppe
Gilt. N Mittelw. Median | Minimum | Maximum | Unteres Oberes
Quartil Quartile
IFN-y, Beta-Aktin
Diff MAX 7 6,29 5,456 0,297 12,9 2,852 10,348
IL-2, Beta-Aktin
Diff MAX 7 2171,47 441,066 45,353 12037,9 94,676 1883,066
IL-4, Beta-Aktin
Diff MAX 7 215,32 30,922 7,134 640,6 12,955 565,947
IL-10, Beta-Aktin
Diff MAX 7 48,14 2,732 1,008 239,1 1,484 84,897
Deskriptive Statistik
Einschlussbedingung: Influenza-Gruppe
Giilt. N Mittelw. Median | Minimum | Maximum | Unteres Oberes
Quartil Quartile
IFN-y, Beta-Aktin
Diff MAX 11 13,3 6,350 -11 69,08 -1,655 12,91
IL-2, Beta-Aktin
Diff MAX 11 334,8 7,317 -1135 3350,72 | -207,098 906,97
IL-4, Beta-Aktin
Diff MAX 11 35,4 2,961 -27 183,22 -0,155 21,29
IL-10, Beta-Aktin
Diff MAX " 13 0,873 -1 6,59 -0,577 3,26

4.5.5 Vergleich der Zytokinmesswerte getrennt nach Altersgruppen und Geschlecht

Untersuchungen des Einflusses von Alter und Geschlecht auf die maximale Veridnderung der
Zytokinmesswerte vom Versuchstag -30 zum Versuchstag -2 bis 14 erbrachten fiir die
ausgewdhlten Zytokine sowohl beim Alter als auch beim Geschlecht keinen statistisch

signifikanten Unterschied (p = 0,05).
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In den Tabellen 24 und 25 sind die maximalen Auslenkungen der Zytokinmesswerte zum

Ausgangswert wiedergegeben.

Tabelle 24: Deskriptive Statistik der Zytokinmesswerte durch Bildung der maximalen

Differenz zum Ausgangswert getrennt nach Altersgruppen

Deskriptive Statistik
Einschlussbedingung: Altersgruppe "bis 4 Jahre"
Gilt. N Mittelw. Median | Minimum | Maximum | Unteres Oberes
Quartil Quartile
IFN-y, Beta-Aktin
Diff MAX 10 14,90 9,463 -10,71 69,08 -1,655 12,91
IL-2, Beta-Aktin
Diff MAX 10 600,26 186,785 -110,58 3350,72 7,317 906,97
IL-4, Beta-Aktin
Diff MAX 10 41,84 13,001 -27,25 183,22 1,018 30,92
IL-10, Beta-Aktin
Diff MAX 10 2,22 1,407 -1,09 6,59 -0,131 3,04
Deskriptive Statistik
Einschlussbedingung: Altersgruppe ,,iiber 4 Jahre"
Gilt. N Mittelw. Median | Minimum | Maximum | Unteres Oberes
Quartil Quartile
IFN-y, Beta-Aktin
Diff MAX 8 52 5,109 0 10,3 2,003 8,230
IL-2, Beta-Aktin
Diff MAX 8 1610,0 146,333 -1135 12037,9 | -324,543 | 1167,007
IL-4, Beta-Aktin
Diff MAX 8 184,7 15,583 -2 640,6 4,536 399,709
IL-10, Beta-Aktin
Diff MAX 8 41,2 1,246 -1 239,1 0,604 43,815

Differenz zum Ausgangswert getrennt nach Geschlecht

Tabelle 25: Deskriptive Statistik der Zytokinmesswerte durch Bildung der maximalen

Deskriptive Statistik
Einschlussbedingung: "Geschlecht" = "weiblich"

Gilt. N Mittelw. Median | Minimum | Maximum | Unteres Oberes

Quartil Quartile
IFN-y, Beta-Aktin

Diff MAX 15 8,9 5,456 -9 69,1 0,678 10,348
IL-2, Beta-Aktin

Diff MAX 15 945,6 90,422 -1135 12037,9 | -110,582 | 450,947
IL-4, Beta-Aktin

Diff MAX 15 100,1 9,828 27 640,6 1,018 21,285
IL-10, Beta-Aktin

Diff MAX 15 22,5 1,162 -1 239,1 -0,131 2,732
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Fortsetzung Tabelle 25:
Deskriptive Statistik
Einschlussbedingung: "Geschlecht” = "mannlich”
Giilt. N Mittelw. Median | Minimum | Maximum | Unteres Oberes
Quartil Quartile
IFN-y, Beta-Aktin,
Diff MAX 3 18,69 12,88 -10,712 53,90 10,712 53,90
IL-2, Beta-Aktin
Diff MAX 3 1566,25 906,97 441,066 3350,72 441,066 3350,72
IL-4, Beta-Aktin
Diff MAX 3 131,52 180,40 30,922 183,22 30,922 183,22
IL-10, Beta-Aktin
Diff MAX 3 4,48 3,94 3,261 6,25 3,261 6,25

4.5.6 Untersuchung des absoluten mRNA-Gehaltes von [FN-y, Interleukin-2, -4 und -10 in

den equinen peripheren Blutleukozyten nach Stimulation mit Concavalin A (in vitro)

Im Verlauf der Studie sollte zusétzlich die Zytokinexpression nach Stimulation der equinen
PBMC in Zellkultur ermittelt werden. Fiir diese in vitro Untersuchungen wurde zu den
stimulierten PBMCs jeweils eine unstimulierte Kontrolle mitgefiihrt (Anhang 9.1; A6). Zum
Versuchstag -30 standen nur 6 Proben von 20 zur Verfiigung. Fiir die Placebo-Gruppe waren
47 und fir die Zylexis-Gruppe 59 Proben auswertbar. Eine statistische Auswertung iiber die
Verdanderung der Zytokinexpression im Vergleich zum Ausgangswert konnte aufgrund der
niedrigen Anzahl und der daraus resultierenden Ungenauigkeit nicht durchgefiihrt werden.
Um die Frage zu kldren, ob die Stimulation der equinen PBMC in Zellkultur mit einem
unspezifischen Mitogen zu einer Verdnderung der Zytokinexpression fiihrt, wurde die
Differenz zwischen den stimulierten Messwerten mit den unstimulierten Messwerten gebildet.
Eine positive Differenz der Zytokinmesswerte gibt eine zunehmende Zytokinexpression durch
die Stimulation wieder. Anhand der Differenzen von allen Versuchstagen wurde mittels
U-Test untersucht, ob die unterschiedlichen Gruppen einen Einfluss auf die Stimulierbarkeit
der equinen PBMC in Zellkultur austiben.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Stimulation der equinen PBMC eine Verdnderung
der Zytokinexpression hervorgerufen hat. Lediglich das equine Interleukin-2 wurde durch
diese Art der Stimulation nur gering vermehrt exprimiert.

Statistische Untersuchungen der Differenz der stimulierten und unstimulierten Werte, getrennt
nach den Versuchsgruppen Zylexis und Placebo, ergaben einen statistisch signifikanten

Unterschied bei IFN-y und IL-4 (U-Test; p = 0,004; p < 0,001). In beiden Fillen konnte in der
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Placebo-Gruppe eine erhohte Stimulierbarkeit der PBMC gemessen werden. Die folgenden

Abbildungen geben die Stimulierbarkeit von IFN-y und IL-4 getrennt nach Gruppen wieder.
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Abbildung 53: Stimulierbarkeit von IFN-y aus equinen PBMC getrennt nach

Versuchsgruppen
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Abbildung 54: Stimulierbarkeit von IL-4 aus equinen PBMC getrennt nach Versuchsgruppen

Der Einfluss der unterschiedlichen Vorimmunisierung auf die Stimulierbarkeit der equinen
PBMC wurde ebenfalls mit Hilfe des U-Tests iiberpriift. Ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen konnte nicht festgestellt werden (p > 0,05).

Untersuchungen des Einflusses vom Alter auf die Stimulierbarkeit der equinen PBMC

erbrachten mittels U-Test einen statistisch signifikanten Unterschied bei der Stimulierbarkeit
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fiir Interleukin-4 (p = 0,012). Aus der Abbildung 55 ist zu entnehmen, dass bei den Pferden

,bis 4 Jahre eine erhohte Stimulierbarkeit bei IL-4 nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 55: Stimulierbarkeit von IL-4 aus equinen PBMC getrennt nach Altersgruppen
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5. Diskussion

Die equinen Herpesviren Typ 1 und Typ 4 haben beim Pferd eine grofe Bedeutung, da sie
klinisch relevante Erkrankungen verursachen. EHV-1 stellt die wichtigste und auch
wirtschaftlich bedeutendste virale Abortursache dar (Dongus 2003).

Zur Vorbeugung gegen wirtschaftliche Verluste durch eine Herpesvirusinfektion beim Pferd
wird der Vakzinierung gegen EHV-1/-4 eine besondere Bedeutung zugesprochen. In
Deutschland findet die Anwendung der inaktivierten Kombinationsvakzine Resequin® NN
plus eine weite Verbreitung. Der Impfstoff enthilt u. a. nicht vermehrungsfihige EHV-1/-4
Antigene, die die humorale Immunantwort durch die Antigenprédsentation iiber MHC
Klasse I Molekiile (Tizard 2004) induzieren. Zur Steigerung der unspezifischen
Immunantwort der inaktivierten Erreger sind zusitzlich Adjuvantien (Aluminiumhydroxid,
Immunostim®) in der Kombinationsvakzine enthalten (Mayer 2003). Das Adjuvanz Carbapol
in der inaktivierten EHV-1/-4 Vakzine Duvaxyn® EHV 4 (Fort Dodge) soll dariiber hinaus
die zytotoxischen T-Zellen stimulieren. Untersuchungen von Kydd et al. (2003) zeigten, dass
bei tragenden Stuten nach dreimaliger Applikation von Duvaxyn® EHV,4 neben der
Serokonversion auch die Haufigkeit von antigenspezifischen zytotoxischen T-Zellen, ermittelt
durch den Chromfreisetzungstest, zunahm. Nach experimenteller Infektion der tragenden
Stuten fohlten 4 von 5 aus dieser Gruppe erfolgreich, wéhrend alle unbehandelten
Kontrolltiere abortierten. Es ergab sich eine positive Korrelation zwischen der Anzahl

zytotoxischer T-Zellen im Blut und dem Schutz vor EHV-1 bedingten Aborten.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die grundlegende Frage gekldrt werden, ob durch die
Kombination von Zylexis® mit der inaktivierten Kombinationsvakzine Resequin® NN plus die
zelluldre Immunantwort stimuliert werden kann und somit eine Verbesserung der Impfantwort
beim Pferd moglich ist.

Dafiir wurden im Einzelnen die Auswirkungen von Zylexis® im Zusammenhang mit dem
Impfstoff Resequin® NN plus auf die Antikérper-Antwort, auf die Anzahl peripherer
mononukledrer Blutzellen und auf die Expression von ausgewdhlten Zytokinen (IFN-y, IL-2,
IL-4, IL-10) mit Hilfe der TaqMan"-PCR untersucht.

Ein Nachweis von Konzentrationsunterschieden der mRNA verschiedener Zytokine konnte
bereits durch eine relative Quantifizierung mittels TagMan®™PCR durch andere
Arbeitsgruppen auch beim Pferd gezeigt werden (Mangold-Gehring 2005; Coombs et al.
2006; Pusterla et al. 2006; Horohov et al. 2008). Fiir die vorliegende Arbeit wurde die
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TagMan®-PCR genutzt, um Unterschiede in der mRNA-Konzentration der Zytokine durch

eine absolute Quantifzierung darzustellen.

Die ausgewihlten Zytokine (IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10) sind wichtige Indikatoren zur
Charakterisierung einer zelluliren und humoralen Immunreaktion. Bei der zelluldren
Immunantwort wirkt die Induktion der IL-2-Synthese aus den Thl-Zellen zusétzlich
stimulierend auf die IFN-y Produktion aus den Thl-Zellen und den Natiirlichen Killerzellen.
Bei der humoralen Immunantwort kommt es zu einer Induktion der IL-4-Synthese
hauptsédchlich aus den aktivierten Th2-Zellen. Das IL-4 wirkt immunregulatorisch und fordert
die Aktivierung und Proliferation der B-Zellen. Das IL-10 wird hauptsidchlich von den
Th2-Zellen gebildet und wirkt in erster Linie regulierend in der spdten Phase der
Immunantwort (Delves et al. 1998), indem es die Ausschiittung der Zytokine aus den
Th1-Zellen hemmt und somit das Ausmal einer zelluliren Immunantwort beeinflusst. Eine
Induktion der IL-10 Produktion kann zur Folge haben, dass virusinfizierte Zellen nicht mehr
durch die zytotoxischen T-Zellen abgetotet werden und dadurch eine ungehinderte
Virusvermehrung in den Zellen stattfinden kann. Andererseits verhindert das IL-10 eine

iiberschieBende Reaktion der zytotoxischen T-Zellantwort (Tizard 2004).

Fir den Nachweis von Zytokin-mRNA aus den préparierten equinen peripheren
Blutleukozyten musste zundchst die Gesamt-RNA prépariert werden. Hierfiir wurden im
Vorfeld verschiedene RNA-Extraktionsmethoden verglichen. Zum Vergleich standen das
Trizol® Reagent (Fa. Invitrogen, Karlsruhe), das RNeasy Mini Kit (Fa. Qiagen, Hilden) und
das Blutentnahmesystem PAXgene Blood RNA Tubes (Fa.PreAnalytix/Qiagen, Hilden)
sowie das dazugehorige RNA Blood Kit (Fa. Qiagen, Hilden).

Im Studienverlauf konnten aus 30 ml Blut gesamt ca. 1 bis 5 x 10’ Zellen (PBMC) isoliert
werden. Daraus wurden mittels Trizol® Reagent 40 ul RNA extrahiert und Konzentrationen
von 200 pg bis 2600 pg/ml RNA erreicht. Im Vergleich dazu konnte mit dem RNeasy Mini
Kit aus 30 ml Blut und einer Gesamtzellzahl von ca. 1 x 10’ Zellen (PBMC) ein 40 pl RNA-
Fluat gewonnen werden mit einer durchschnittlichen Konzentration von 65 pg/ml RNA. In
einem PAXgene Probenrohrchen wird die RNA aus 2,5 ml Blut isoliert. Mit dem
dazugehorigen PAXgene RNA Blood Kit konnte ein RNA-Eluat von 40 ul und eine
durchschnittliche Konzentration von 27,45 ng/ml RNA gewonnen werden. D. h. es miissten
mindestens 12-mal so viele PAXgene Blood RNA Tubes verwendet werden, um annidhernd

gleich groBe RNA-Konzentrationen im Eluat zu erhalten wie es bei den Trizol®-Préiparationen
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der Fall war. Dariiber hinaus zeigte die denaturierende  Formaldehyd-
Agarosegelelektrophorese bei den Trizol®-Proben eine gute RNA-Qualitit, die gleichzeitig

fiir die PCR-Anwendungen geeignet war.

Der Einfluss von Zylexis®” bzw. der Impfung auf die Zytokininduktion im Organismus sollte
durch die Bestimmung von Konzentrationsunterschieden der ausgewéhlten Zytokine vor und
nach Applikation der Medikamente iiberpriift werden. Hierfiir erfolgte eine absolute
Quantifizierung der Zytokin-mRNA aus den equinen peripheren Blutleukozyten mittels
TagMan®-PCR nach sofortiger Aufarbeitung der Blutproben und zusitzlich zur Absicherung
der Ergebnisse nach einer in vitro Stimulation mit Concavalin A. Ein Nachweis von
Zytokinen ex vivo wurde bereits in der Dissertation von Mangold-Gehring (2005)
durchgefiihrt. Hierbei konnte die IFN-y mRNA-Konzentration direkt aus dem Hundeblut
durch die sensitive TagMan®-PCR gemessen werden. In der bisherigen Literatur ist die
Bestimmung von Zytokin-mRNA-Konzentrationen nach einer vorhergehenden Stimulation
von Zellkulturen (in vitro) mit Antigenen oder Mitogenen beschrieben worden (Gustat 2003;
Mangold-Gehring 2005; Coombs et al. 2006). Die Notwendigkeit fiir eine Stimulation in vitro
liegt darin, dass niedrige Zytokin-mRNA-Konzentrationen im Blut vorhanden sind. Nach
bisherigen Erkenntnissen erwiesen sich diese Konzentrationen als zu gering, um
beispielsweise zwischen zwei Zeitpunkten Unterschiede messen zu konnen.

Die aus dem Pferdeblut priaparierten PBMCs konnen in Zellkultur durch Mitogene
unspezifisch stimuliert werden. Durch die unspezifische Stimulation werden die Zellen
gleichermaflen zur Teilung angeregt. Folglich erhoht sich die Menge aller mRNA's.
Zu den wichtigsten Mitogenen zédhlen die pflanzlichen Lektine. Die pflanzlichen Lektine
binden an Glykoproteine der Zelloberfliche und férdern die Teilung der Zellen. Zu den
pflanzlichen Lektinen gehdren das Phythohemagglutinin (PHA), das Concavalin A (Con A)
und das Pokeweed Mitogen (PWM). Die Lymphozyten reagieren unterschiedlich auf die
verschiedenen Lektine. PHA stimuliert hauptsichlich die Teilung der T-Zellen, hat aber auch
einen geringen Effekt auf B-Zellen. Con A fiihrt zu einer T-Zell-Aktivierung, wihrend PWM
einen Effekt auf T- und B-Zellen ausiibt.

Die PBMCs konnen alternativ spezifisch in Zellkultur durch EHV-1-Antigen oder
Impfantigene stimuliert werden. Bei einer spezifischen Stimulation binden die Antigene an
spezielle Rezeptoren und bewirken die Aktivierung bzw. die Anregung der Zellen zu einer

vermehrten Zytokinproduktion. Folglich kann sich das Zytokinexpressionsmuster
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verschieben. Im Gegensatz dazu fordern Mitogene durch unspezifische Stimulation die
Teilung der jeweiligen Immunzellen. Eine Stimulation der PBMC in Zellkulturen durch das
EHV-1 Antigen zeigte Unterschiede in der Expression von IFN-y und IL-4 in Abhingigkeit
von der Hiufigkeit des Antigenkontaktes (Coombs et al. 2006).

Der Effekt durch die Zylexis- und Impfapplikation im Organismus konnte durch die
spezifische Stimulation moglicherweise iiberdeckt oder verdndert werden. Eine unspezifische
Stimulation wurde in der hier vorliegenden Arbeit daher zur besseren Darstellbarkeit von

Konzentrationsunterschieden der mRNA s vorgezogen.

Nach der Festlegung der Methoden und der zu bestimmenden Parameter wurde mit dem
Versuchsaufbau und der -durchfiihrung begonnen. Im Rahmen eines Vorversuches wurden 10
Pferde mit Zylexis® behandelt und mit Resequin® NN plus vakziniert (Ergebnisse nicht
préasentiert). Von allen 10 Tieren erfolgten Blutentnahmen 2 Tage vor der Impfung und 14
Tage sowie 35 Tage nach der Vakzination. Die Blutproben wurden serologisch auf EHV-1/-4
Antikdrper untersucht und dariiber hinaus erfolgte eine Bestimmung des Immunstatus durch
die Fa. LABOKLIN (Bad Kissingen). Die Ergebnisse des Vorversuches demonstrierten eine
Erhohung der Zellzahlen und AntikOrperanstiege innerhalb der ersten 14 Tage nach der
Vakzination. Anhand dieser Beobachtungen war es angebracht, diesen Zeitraum detaillierter
im Hauptversuch zu untersuchen.

Coombs et al. (2006) konnten Unterschiede in der Immunantwort und Zytokinexpression von
IFN-y und IL-4 durch relative Quantifizierung mit Hilfe der quantitativen ,,Real-Time* PCR
feststellen, wenn die Pferde in ihrer Vergangenheit bereits mit EHV-1 experimentell infiziert
wurden. Diese Pferde zeigten keine klinische Symptomatik bei erneuter experimenteller
Infektion mit EHV-1 sowie keine Serokonversion, dagegen aber eine deutliche Induktion von
IFN-y und Lymphozytenproliferation. Die Gruppe der Pferde, die in ihrer Vergangenheit noch
keine experimentelle EHV-1 Infektion durchgemacht hatte, zeigte nach der experimentellen
Infektion deutliche klinische Anzeichen, wie Fieber und Nasenausfluss, eine Serokonversion
und geringere Induktion von IFN-y und IL-4 sowie eine fehlende Lymphozytenproliferation.
Das Alter kann dariiber hinaus einen Einfluss auf die Immunantwort ausiiben.
Paillot et al. (2005) zeigten dazu, dass die Synthese von IFN-y aus den PBMC von Pferden
nach experimenteller Infektion mit EHV-1 sowie nach in vitro Stimulation mit EHV-1 mit
zunehmendem Alter ansteigt. Diese Beobachtung deutet auf eine Vermehrung der
EHV-1 spezifischen Gedichtniszellen nach wiederholter Exposition mit dem EHV-1 Antigen
im zunehmenden Alter hin (Paillot et al. 2005). Jedoch hat diese Vermehrung nicht unbedingt
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immer etwas mit dem Alter zu tun, sondern vielmehr mit der Hiufigkeit des
Antigenkontaktes.

In Anlehnung an diese beiden Veroffentlichungen wurde fiir die vorliegende Studie
berticksichtigt, dass sowohl das Alter, als auch die vorangegangenen Impfungen der Pferde, je
nach Hiufigkeit und Art der verwendeten Vakzine, einen Einfluss auf die Immunreaktion

ausiiben konnen.

5.1 Auswirkung von Zylexis® im Zusammenhang mit dem Impfstoff Resequin® NN plus

auf die Antikorperantwort

Eine immunologische Reaktion infolge der Impfung konnte im Studienverlauf bei 19 (95%)
Pferden im indirekten Immunfluoreszenztest (IFT) und im Neutralisationstest (NT) bei
7 (35%) Tieren beobachtet werden. Zwischen den Versuchsgruppen Zylexis und Placebo
konnten keine Unterschiede bei den Antikdrpertitern im NT und IFT festgestellt werden.
Auch bei der Betrachtung der Altersgruppen sowie der Gruppen mit unterschiedlicher
Vorimmunisierung wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede in der serologischen
Reaktion im NT und IFT beobachtet. Besonders auffillig war der EHV-1 und -4 Titeranstieg
im IFT um den Faktor 4 am Versuchstag 7 bei ,,Ibiza* und der EHV-1-Titeransteig um den
Faktor 4 bei ,,Goldfee” (beide Tiere aus der Zylexis-Gruppe). ,,Genua“ (Placebo-Gruppe)
zeigte am Versuchstag 14 einen EHV-1/-4 Titeranstieg um den Faktor 8. Da zu jedem
Untersuchungszeitpunkt keines der Pferde eine Stérung des Allgemeinbefindens aufwies oder
Anzeichen einer Erkrankung erkennbar waren, ist der deutliche Titeranstieg, insbesondere bei
diesen drei Pferden (Ibiza, Goldfee, Genua), als Reaktion auf die Impfung zuriickzufiihren.
Zusammenfassend konnte ein Anstieg der EHV-1/-4 Antikorper nach der Impfung mit
Resequin® NN plus festgestellt werden, allerdings lassen sich die Antikorper aufgrund der
Kreuzreaktivitdt von EHV-1 und EHV-4 durch den NT und IFT nicht genau differenzieren.
Crabb und Studdert (1995) entwickelten hierfiir einen EHV-1 spezifischen IgG-ELISA-Test
zur Differenzierung zwischen Antikoérpern gegen EHV-1 und EHV-4.

Sowohl in der Zylexis-Gruppe als auch in der Placebo-Gruppe kam es gleichermallen zu
einem Anstieg der Antikorper im Studienverlauf. Somit konnte ein Einfluss von Zylexis® auf
die Antikdrperantwort nicht gezeigt werden. Untersuchungen von Valpoti¢ et al. (1998) zum
Einfluss von Baypamun® (neuer Produktname: Zylexis®) in Kombination mit einer
Tetanusvakzinierung beim Pferd zeigten einen hoheren IgG-Serumwert bei der Pferdegruppe,

die vor der Impfung mit Baypamun® behandelt wurde. Valpoti¢ et al. (1998) konnten einen
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Anstieg der [gG-Konzentration messen. In der hier vorliegenden Arbeit wurde wiederum ein
Anstieg der virusneutralisierenden Antikorper als Indiz fiir die humorale Immunantwort
festgestellt. Der nachgewiesene IgG-Anstieg von Valpoti¢ et al. (1998) passt mit der
Antikorperreaktion der hier vorliegenden Arbeit zusammen. Allerdings konnten in dieser
Arbeit keine Unterschiede im Antikorperanstieg zwischen den Zylexis® und Placebo
vorbehandelten Tieren nachgewiesen werden.

In der Dissertation von Schréer (2001) wurden Antikdrpertiter gegen EHV-1/-4 mit einem
Neutralisations- und indirekten Immunfluoreszenztest vor und nach Impfung mit Resequin®
plus bei 6 Warmblutpferden eines geschlossenen Bestandes sowie bei 123 Zuchtstuten eines
deutschen Vollblutgestiites bestimmt. Innerhalb des Warmblutbestandes wiesen keine der
Stuten nachweisbare NT-Titer auf. Im IFT konnten nach der Impfung nur geringe
Titerveranderungen beobachtet werden. Lediglich bei einer Stute stieg der IFT-Titer innerhalb
der ersten 6 Tage um den Faktor 4 an. Die IFT-Titer sanken bis ca. zwei Monate nach der
Impfung wieder auf den Ausgangswert oder darunter. Innerhalb des Vollblutbestandes wurde
eine Gruppe von 16 Stuten im Alter von 5-20 Jahren {liber den Zeitraum eines halben Jahres
regelmiBig auf EHV-1/-4 Antikorper vor und nach der Impfung untersucht. In dieser Gruppe
zeigten innerhalb von vier Wochen nach der Impfung 11 Stuten keine serologische Reaktion
gegen EHV-1. Bei 4 Stuten stiegen die Antikorpertiter im NT oder IFT nicht signifikant an.
Grundsatzlich konnte eher bei édlteren Stuten (> 10 Jahre) eine serologische Reaktion nach der
Impfung festgestellt werden (Schréer 2001).

Erwartungsgemal} zeigten die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit, dass die élteren Tiere
(5 bis 17 Jahre) eine vermehrte Bildung von virusneutralisierenden Antikorpern aufwiesen,
die vermutlich mit einem héufigeren Kontakt zum Antigen durch regelmifBige Impfungen
oder aber auch infolge haufiger Reaktivierung von latentem Virus zusammenhéngt.

Foote et al. (2002) untersuchten die Antikorperantwort gegen EHV-1/-4 mittels ELISA von
Stuten (4-17 Jahre) und Fohlen (3-6 Monate) nach Impfung mit einer inaktivierten EHV-1/-4
Vakzine (Duvaxyn'™, Fort Dodge). Dabei konnte festgestellt werden, dass Stuten im Alter
von 4 bis 7 Jahren eine groBere serologische Reaktion zeigten als dltere Tiere. Es ist also
davon auszugehen, dass eine intensivere immunologische Reaktion nicht unbedingt immer
vom Alter abhidngt, sondern dass auch die Hiufigkeit des Antigenkontaktes einen

entscheidenden Einfluss auf die Intensitit der Immunreaktion ausiibt.
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5.2 Auswirkung von Zylexis® im Zusammenhang mit dem Impfstoff Resequin® NN plus

auf die Anzahl der peripheren mononukleiren Blutzellen und den Immunstatus

Zur Bestimmung der Anzahl equiner peripherer mononukledrer Blutzellen wurde nach der
Isolierung aus dem Blut die Zellzahl in der Neubauer-Zihlkammer unter dem Lichtmikroskop
bestimmt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass der Anstieg der PBMC-Anzahl im Vergleich
zum Ausgangswert bei den Pferden der Zylexis-Gruppe signifikant war. Ein Unterschied in
der Zunahme der PBMC-Anzahl verglichen zum Ausgangswert konnte zwischen den
Altersgruppen ,,bis 4 Jahre* und ,,iiber 4 Jahre* und bei den Pferden, die getrennt nach ihrer
unterschiedlichen Vorimmunisierung gruppiert wurden, nicht festgestellt werden.

Valpoti¢ et al. (1998) untersuchten die humorale und zelluldre Immunantwort bei Pferden
nach Vakzination mit Tetanus Toxoid und Toxin. Eine Gruppe der Pferde wurde zusitzlich
mit dem Immunmodulator Baypamun® vor der Tetanusvakzination behandelt und zeigte u. a.
eine groBere Lymphozytenproliferation. Zur Uberpriifung der Lymphozytenproliferation
stimulierten Valpoti¢ et al. (1998) die frisch isolierten equinen PBMC in Zellkulturen mit
Mitogenen (PHA und PWM) und bildeten mit unstimulierten Kontrollen ein
Stimulationsindex. In der vorliegenden Arbeit fiihrte die Zylexis“-Applikation ebenfalls zu
einer deutlichen signifikanten Zunahme der PBMC-Anzahl. Es konnen keine genauen
Riickschliisse gezogen werden, welche Zellsubpopulationen sich vermehrt haben, da die
Anzahl der PBMC durch Auszdhlung unter dem Mikroskop in der Neubauer-Zéhlkammer
bestimmt wurde.

Bei Betrachtung der PBMC-Anzahl in den Gruppen der unterschiedlichen Vorimmunisierung
und den Altersgruppen fallt auf, dass im Einzelnen statistisch signifikant héhere PBMC-
Zahlen bei den Tieren der Influenza-Gruppe und der Pferde ,,bis 4 Jahre* vorhanden waren.
Man konnte daraus schlussfolgern, dass die in Vergangenheit mit Influenza geimpften Tiere
sowie die Pferde in einem Alter bis 4 Jahren den signifikanten Unterschied in der Anderung
der PBMC-Anzahl der Zylexis-Gruppe ausmachen. Da sich in der Zylexis- und Placebo-
Gruppe jedoch gleich viele Influenza vorimmunisierte Tiere sowie Pferde im Alter bis 4 Jahre
befinden, ist die Zunahme der Anzahl an PBMC im Vergleich zum Ausgangswert als Folge
der Zylexis® Behandlung anzusehen oder individuell bedingt. Dariiber hinaus war die
Anderung der PBMC-Anzahl in der Gruppe der unterschiedlichen Vorimmunisierung und der
Altersgruppe nicht statistisch signifikant gewesen.

In der vorliegenden Studie wurden die Lymphozytensubpopulationen an zwei
Untersuchungszeitpunkten (Versuchstag -30 und 0) durch die Fa. LABOKLIN (Bad

Kissingen) untersucht. Diese Art der Untersuchung ist jedoch mit einem vermehrten
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Arbeitsaufwand (Probenversand, Entnahmezeitpunkt) und einem hohen Kostenaufwand
verbunden und fiir umfassendes Probenmaterial nicht geeignet. Daher wurden die
Untersuchungen in dieser Arbeit nur in einem begrenzten Umfang durchgefiihrt.

Die Differenzierung der T-Lymphozyten in die Subpopulationen CD4"- und CD8"-Zellen an
den Versuchstagen -30 und 0 zeigte vor allem bei den CD8"-Zellen eine deutliche Zunahme
am Versuchstag 0. Bei den CD4"-Zellen konnte eine leichte Zunahme der Zellzahl beobachtet
werden. Eine Zunahme der B-Zellpopulation wiirde mit der serologischen Reaktion im
Studienzeitraum zusammenpassen, da die B-Zellen nach Antigenkontakt zur
antikdrperproduzierenden Plasmazelle proliferieren (Tizard 2004). Allerdings wurde am
Versuchstag 0 eine leichte Abnahme der B-Lymphozyten verzeichnet. Eine Verkniipfung der
B-Lymphozytenanzahl  mit der  Antikorperantwort ist anhand des  friihen
Untersuchungszeitpunktes am Versuchstag 0 nicht mdglich, da eine serologische Reaktion
erst ab Versuchstag 7 bzw. 14 beobachtet wurde. Zu diesen Zeitpunkten erfolgte jedoch keine
labortechnische Differenzierung der Lymphozytensubpopulationen. Zwischen der Zylexis-
und Placebo-Gruppe konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Auffillig war die
statistisch signifikante Anderung der T-Zellzahl bei den jiingeren Pferden ,,bis 4 Jahre*. Die
jiingeren Pferde zeigten eine deutliche Zunahme der T-Zellen, insbesondere der CD8"-Zellen,
nach der Impfung, wiahrend die &lteren Pferde mit einer Abnahme der T-Zellzahl reagierten.
Die insgesamt deutliche Proliferation der CD8" T-Zellen am Versuchstag 0 konnte auch in der
oben erwihnten Studie von Valpoti¢ et al. (1998) beobachtet werden. Hier wurden die
peripheren mononukledren Blutzellen zu jedem Untersuchungszeitpunkt mittels
Durchflusszytometrie differenziert. Bei den Baypamun®-behandelten Pferden konnte eine
groBere Anzahl der CD8"-Zellen und B-Zellen und eine geringere Anzahl von CD4 " -Zellen
im Vergleich zu den unbehandelten Pferden festgestellt werden (Valpoti¢ et al. 1998).

Die zytotoxischen T-Zellen besitzen die CD8-Oberflaichenmolekiile und binden spezifisch an
MHC-Molekiile der KlasseI von antigenpriasentierenden Zellen. Die Interaktion der
MHC-Klasse I Molekiile mit den CD8" T-Zellen spielt eine Rolle bei der Abwehr von
intrazelluldren Erregern bzw. virusinfizierten Zellen (Tizard 2004). Da der Impfstoff nur
inaktivierte Komponenten enthélt, die iiber MHC-Klasse II Molekiile und Interaktion mit
CD4" T-Helferzellen dem Immunsystem zur Bildung von Antikérpern zuginglich gemacht
werden, kann die Zunahme der CD8" T-Zellen vermutlich nicht alleine auf den Impfstoff
zuriickzufiihren sein, sondern vielmehr auf die im Impfstoff enthaltenen Adjuvantien oder das
Zylexis”. Klinische Hinweise fiir ein virales Infektionsgeschehen in dem Studienzeitraum

konnten anhand der tiglichen Kontrolle des Allgemeinbefindens der Tiere nicht gezeigt
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werden. Nicht ganz auszuschlieBen ist eine durch die Impfung entstandene Stresssituation, die
zur subklinischen Infektionskrankheit bis hin zu einer Reaktivierung von latentem EHV mit

subklinischen Symptomen gefiihrt haben kann.

5.3 Auswirkung von Zylexis® im Zusammenhang mit dem Impfstoff Resequin® NN plus

auf die Expression von IFN-y, IL-2, IL-4 und IL-10

Untersuchungen iiber die Anderung der Zytokin-mRNA Konzentration von IFN-y, IL-2, IL-4,
IL-10 ex vivo erfolgten auf Basis der betragsmiBig groften Differenz eines jeden Tieres zu
dem Ausgangswert. Die Expression der mRNA von IFN-y und IL-2 verzeichnete im Verlauf
der Studie kaum eine Anderung. Die IFN-y Genexpression war zum groften Teil bei den
Zylexis®-behandelten Tieren, aber auch bei den Placebo-behandelten Pferden am Versuchstag
0 leicht erhoht, sank dann wieder auf das Niveau der Ausgangskonzentration, teilweise sogar
darunter. Vermutlich ist die leichte Reaktion in der Expression von IFN-y individuell bedingt.
Nach der Studie von Horohov et al. (2008) besteht diesbeziiglich aber auch der Grund zur
Annahme, dass Zylexis® zu dieser Reaktion gefiihrt haben kann. Horohov et al. (2008)
konnten einen Anstieg der IFN-y Genexpression ex vivo beim Pferd 24 Stunden nach der
ersten Zylexis®-Applikation verzeichnen. Nicht auszuschlieBen ist aber auch die Reaktion auf
die im Impfstoff enthaltenen Adjuvantien Aluminiumhydroxid und Immunostim®, da auch
vereinzelt Pferde der Placebo-Gruppe einen Anstieg der IFN-y Genexpression verzeichneten.

Insgesamt konnte unabhdngig der Gruppenzugehdorigkeit ein leichter Anstieg in der mRNA-
Expression bei IL-4 und IL-10 festgestellt werden. Zwischen der Zylexis- und Placebo-
Gruppe bestanden hinsichtlich der Anderung in der Zytokinexpression keine Unterschiede.
Die Pferde, die mit dem Impfstoff Resequin® NN plus bereits in der Vergangenheit vakziniert
wurden, verzeichneten eine signifikant hohere maximale Auslenkung der IL-4 und IL-10
Expression als vergleichsweise die Tiere, die zuvor nur den Influenza-Impfstoff erhielten. Es
ist bekannt, dass der wiederholte Kontakt des Impfantigens zu einem Booster-Effekt fiihrt
(Mayer 2003). Demnach konnte der Unterschied in der IL-4 und IL-10 Expression bei den
zuvor mit Resequin® NN plus geimpften Tieren auf die wiederholte Exposition mit demselben
Impfantigen zuriickzufiihren sein. Im Grunde miisste die Hohe der EHV-1/-4 Antikorpertiter
dementsprechend bei den mit Resequin® NN plus vorimmunisierten Tieren ebenfalls einen

Unterschied im Vergleich zu den Influenza vorgeimpften Pferden aufweisen. Dahingehend
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zeigten die Antikorpertiter gegen EHV-1/-4 sowohl im NT als auch IFT keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Arten der Vorimmunisierung.

Der Einfluss des Alters auf die Zytokinexpression erbrachte statistisch keinen signifikanten
Unterschied zwischen den jiingeren (,,bis 4 Jahre*) und élteren Tieren (,,liber 4 Jahre®).

Die Ergebnisse der Zytokinexpressionsmuster in der vorliegenden Arbeit deuten im
Allgemeinen auf eine Induktion der humoralen Immunantwort hin (ansteigende IL-4 und
IL-10 Werte), ausgeldst durch die Impfung mit Resequin® NN plus. Ein Zusammenhang mit
den Ergebnissen der Titeranstiege der EHV-1/-4 Antikorper ldsst sich daher ableiten.
Ahnliche Ergebnisse fanden sich in der Studie von Coombs et al. (2006). Die Arbeitsgruppe
zeigte, dass eine zunehmende Expression von IL-4 mit der Bildung von Antikorpern
einherging. Die Genexpression von IL-4 scheint somit als Parameter der humoralen
Immunantwort geeignet zu sein. Coombs et al. (2006) wiesen dafiir bei einem
Infektionsversuch mit EHV-1 bei Ponys nach, dass bei den Tieren, die eine Serokonversion
gegen EHV-1 zeigten, auch eine Induktion der IL-4 Expression vorkam.

Die nur kurzzeitig geringe Erhohung der Genexpression von IFN-y und der nicht
nachweisbare Anstieg von IL-2 in der hier vorliegenden Arbeit konnte auf nicht ausreichende
Stimulation der zelluliren Immunantwort durch die Impfung bzw. durch Zylexis®
zuriickzufiihren sein oder sie wurde durch die vermehrte Expression von IL-4 und IL-10
unterdriickt. Ein deutlicher Anstieg der IFN-y Expression iiber den Studienzeitraum wire
zumindest bei den Zylexis®-behandelten Tieren zu erwarten gewesen, da nach bisherigen
Untersuchungen Zylexis® zu einer Zunahme der IFN-y Expression in vitro gefiihrt hatte
(Fachinger et al. 2000; Friebe et al. 2004). Auch neueste Untersuchungen von Horohov et al.
(2008) iiber den Einfluss von Zylexis® (PPVO = Parapoxvirus ovis) in kombinierter
Verabreichung mit einem Tetanus-Toxoid-Impfstoff beim Pferd ex vivo erbrachten keine
signifikanten Unterschiede in den Profilen der Zytokinexpression zwischen den Tieren mit
PPVO-Behandlung und denen, die PPVO und die Tetanusvakzine erhielten. PPVO wurde in
dieser Studie dreimal am Tag 0, 2 und 9 intramuskulér verabreicht. Es folgten Blutentnahmen
0, 6, 24 und 48 Stunden nach jeder Behandlung. Mit Hilfe der TagMan®-PCR wurde die
ex vivo Genexpression von Typ I-Interferonen, IFN-y, TNF-a und IL-12, -15, -18 untersucht.
Lediglich die IFN-y Expression erhohte sich leicht 24 Stunden nach der ersten Applikation
von PPVO, jedoch nicht statistisch signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe (Horohov et
al. 2008). Untersuchungen von Mangold-Gehring (2005) iiber die IFN-y Expression nach
Applikation von Baypamun® und Vakzinierung bei Hunden fithrte ex vivo zu keiner

messbaren Zunahme der IFN-y mRNA-Menge, jedoch war in Kombination mit einer
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polyvalenten Vakzine ein signifikanter Effekt nachweisbar. 3 von 6 mit Baypamun®
behandelte Hunde zeigten eine Reduktion der IFN-y Expression nach der Impfung (Mangold-
Gehring 2005). Vermutlich steht diese Beobachtung von Mangold-Gehring (2005) mit einer
Induktion von anderen Zytokinen, die die IFN-y Synthese beeinflussen, in Verbindung. Dazu
wurden in der Dissertation von Mangold-Gehring (2005) keine weiteren Parameter, wie
zusitzliche Zytokine oder Antikorper, bestimmt, um diese Beobachtung abzukldren. Ein
dhnliches Ergebnis iiber die Untersuchung der Zytokinexpression von IFN-y und IL-2 konnten
Ellis et al. (1995) in einer Studie iiber die zelluldre und humorale Immunantwort bei Pferden
nach Vakzinierung mit einem attenuierten EHV-1 Impfstoff und einem inaktivierten EHV-1/-
4 Impfstoff zeigen. Nach in vitro Stimulation von Leukozytenkulturen mit jeweils Lebend-
EHV-1 und -4 konnte keine Zunahme der IL-2 oder IFN-y Aktivitdt, weder vor Vakzinierung
noch danach in beiden Impfgruppen (attenuiert und inaktiviert) verzeichnet werden (Ellis et
al. 1995). Es ist hierbei zu beriicksichtigen, dass IL-2 im Zellkulturiiberstand mit Hilfe von
Radioaktivitit und IFN-y im Serum und Zellkulturiiberstand durch einen VSV- (vesicular
stomatitis virus) Plaquereduktionstest ermittelt wurde. Sowohl attenuierte als auch inaktivierte
Impfstoffe gegen EHV-1/-4 fiihrten wahrscheinlich in dieser Untersuchung zur nicht
ausreichend nachweisbaren Stimulation der zelluliren Immunantwort. Im Gegensatz dazu
entdeckten Holmes et al. (2006) bei Untersuchungen verschiedener kommerzieller
Totimpfstoffe u. a. gegen EHV-1/-4, dass eine EHV-1 spezifische IFN-y mRNA Produktion
mittels ,,Real-Time* PCR nach dreimaliger Applikation des Impfstoffes gemessen werden
konnte und mit einer serologischen Reaktion nach Impfung mit dem Totimpfstoff einherging
(Holmes et al. 2006). Fiir die Zukunft sollten in weiteren Studien die Anzahl der Impfungen
und das Impfintervall ndher beriicksichtigt werden. In einer Untersuchung von Luce et al.
(2007) tber die EHV-1 spezifische IFN-y Synthese als Parameter der zellvermittelten
Immunitét bei Vollblutpferden unter Beriicksichtigung des Alters, des Geschlechts, der
Impfhistorie und Feldinfektionen mit EHV-1 wurde IFN-y mittels monoklonaler Antikdrper
im IFT bestimmt und die positiven Zellen mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Die
IFN-y Synthese in equinen PBMCs war signifikant héher bei Tieren iiber 5 Jahre sowie bei
weiblichen Pferden und bei Pferden, die mit einer inaktivierten Vakzine geimpft wurden, im
Vergleich zu den ungeimpften Tieren. Die Haufigkeit der IFN-y positiven PBMCs variierte
innerhalb der Vollblutpopulation, jedoch war sie im Vergleich immer bei jiingeren Pferden
und unvakzinierten Pferden vermindert. In der hier vorliegenden Arbeit scheint das Alter
keinen Einfluss auf die Zytokinantwort auszuiiben. Dagegen wurden in Bezug auf die

Impfhistorie dhnliche Beobachtungen festgestellt, wie sie bei Luce et al. (2007) beschrieben

140



Diskussion

sind. In der hier vorliegenden Arbeit konnte eine erhdhte Genexpression von IL-4 und IL-10
bei den Pferden beobachtet werden, die in ihrer Vergangenheit bereits mit dem Impfstoff

Resequin® NN plus vakziniert wurden.

Untersuchungen tiber den Einfluss des Geschlechts sind in der vorliegenden Studie insgesamt
schwierig zu beurteilen, da 80% der Pferde Stuten (16 Pferde) und 20% der Tiere (4 Pferde)
ménnlich waren. Dariliber hinaus muss bei den ménnlichen Tieren die Kastration als ein
weiterer Faktor beriicksichtigt werden. Neben den individuellen Unterschieden kann
vermutlich die Pferderasse auch einen Einfluss auf die Zytokinexpression ausiiben und sollte
an anderer Stelle ndher untersucht bzw. berticksichtigt werden.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit deuten insgesamt darauf hin, dass Zylexis® unter
Berticksichtigung der ausgewihlten Zytokine keinen Effekt auf die Aktivierung der zelluldren

Immunantwort nach der Impfung ausgeiibt hat.

Vergleich der Zytokinmesswerte ex vivo und in vitro:

In Anbetracht der geringen mRNA-Konzentrationen im Blut wurde zur Absicherung der
ex vivo Untersuchungen eine in vitro Stimulation der préparierten equinen PBMC mit Con A
durchgefiihrt. Jedoch konnte ein direkter Vergleich zwischen der Auswertung der ex vivo
Daten und der in vitro Ergebnisse nicht erfolgen. Aufgrund methodischer Probleme lag eine
zu geringe Anzahl der in vitro Messwerte vom Versuchstag -30 vor. Eine statistische
Auswertung {iber die Verdnderung der Zytokinexpression im Vergleich zum Ausgangswert
konnte bei den in vitro Daten somit nicht durchgefiihrt werden. Die Auswertung der in vitro
Daten beschrédnkte sich daher auf die Feststellung, ob eine Stimulation der equinen PBMC in
Zellkultur mit einem unspezifischen Mitogen zu einer Verdnderung der Zytokinexpression
gefiihrt hat. Die mRNA-Detektion in vitro zeigte eindeutig, dass das Lektin Concavalin A zu
einer Induktion der Zytokinexpression, mit Ausnahme von Interleukin-2, aus den equinen
PBMC gefiihrt hat. Auffillig hierbei war, dass die Tiere der Placebo-Gruppe im Vergleich zur
Zylexis-Gruppe eine bessere Stimulierbarkeit zeigten, die statistisch signifikant war bei IFN-y
und IL-4. Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Horohov et al. (2008) zeigten einen
signifikanten Anstieg der [FN-y Expression von equinen PBMC in vitro durch die Stimulation
mit Convavalin A in der Konzentration von 5ug/ml, ohne dass die Tiere zuvor mit Zylexis®
behandelt wurden. Dariiber hinaus verzeichnete die Expression von IFN-y signifikante

Unterschiede bei Kultivierung der equinen PBMCs mit PPVO und Concavalin A in
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Kombination, als vergleichsweise Concavalin A und PPVO fiir sich genommen. Diese Art der
Costimulation bei der I[FN-y Expression beobachteten bereits Friebe et al. (2004) in vitro mit
humanen PBMCs.

Untersuchungen der IFN-y Expression bei Hunden zeigten dagegen bei den in vitro
stimulierten caninen PBMCs eine Zunahme der IFN-y Menge relativ zum Ausgangswert. Die
in vitro Stimulation erfolgte durch das pflanzliche Mitogen Phytohemagglutinin P.
Unterschiede zwischen den Baypamun®-behandelten Hunden und den Kontrolltieren konnten
nicht festgestellt werden (Mangold-Gehring 2005).

In Anbetracht der fehlenden Ausgangswerte vom Versuchstag -30 in der hier vorliegenden
Arbeit konnte nicht geklart werden, ob eine Zunahme der Zytokin-mRNA Menge in vitro im
Vergleich zum Ausgangswert stattgefunden hat. Es wurde aber festgestellt, dass Unterschiede
in der Stimulation zwischen der Zylexis®- und Placebo-Gruppe bestanden, die von den
Ergebnissen aus der Dissertation von Mangold-Gehring (2005) abweichen. Vermutlich
erzeugt Zylexis” beim Pferd eine Stimulation verschiedener Zellentypen, die zur Folge hat,
dass die priparierten PBMC aullerhalb des Organismus in Zellkulturen weniger sensitiv auf
einen Stimulus reagieren oder der Schwellenwert einer unspezifischen Stimulation héher wird
als vergleichsweise bei den PBMC aus der Placebo-Gruppe. Hierfiir sollten weitergehende
Untersuchungen durchgefiihrt werden, die einen méglichen Einfluss der Zylexis®-Applikation
auf die in vitro Stimulation abkléren.

Bei vergleichsweiser Betrachtung der ex vivo- und der stimulierten in vitro Messwerte wurden
fiir IFN-y, IL-4 und IL-10 bei fast allen Pferden hohere mRNA-Konzentrationen bei den
stimulierten Zellkulturproben nachgewiesen. Indessen ergab sich bei 12 Pferden (60%) eine
hohere IL-2-Konzentration bei den ex vivo Proben.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit prasentieren, dass Konzentrationsunterschiede in
der Zytokin-mRNA ex vivo mit Hilfe der TagMan®-PCR darstellbar sind. Dariiber hinaus
konnte gekldrt werden, dass erwartungsgemdl zur Detektion der Zytokin-mRNA
Konzentration eine vorhergehende Stimulation der PBMC in vitro zu nachweislich hoheren
Messwerten fiihrte, die mRNA-Konzentration der ex vivo Proben aber ausreichend waren, um

Unterschiede in der Konzentration anzuzeigen.
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5.4 Fazit

Um einen moglichen synergistischen Effekt bei der Immunantwort beim Pferd nach Impfung
gegen EHV-1/-4 zu beobachten, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals die
Antikorpertiter gegen EHV-1/-4, die Anzahl der equinen PBMC, der Immunstatus und die
Zytokinexpression von IFN-y, IL-2, IL-4 und IL-10 im Zusammenhang untersucht.

Es wurde festgestellt, dass die leichte Konzentrationszunahme von IL-4 und IL-10 ex vivo
eine Aktivitit der humoralen Immunantwort wiederspiegelt, die mit der serologischen
Reaktion der Antikorpertiter gegen EHV-1/-4 nach der Impfung korreliert. Auch die
Erhohung der Anzahl an PBMC im Studienverlauf spricht fiir eine Reaktion des
Immunsystems auf die Impfung. Auffillig hierbei war die deutliche Zunahme der Anzahl von
PBMCs bei den  Zylexis®-behandelten  Pferden.  Riickschlisse auf  die
Lymphozytensubpopulationen konnten hierbei nur bedingt zu zwei Untersuchungszeitpunkten
gezogen werden und lieBen sich aufgrund fehlender zusitzlicher Untersuchungszeitpunkte
nicht mit den anderen Ergebnissen in Zusammenhang bringen.

Die signifikante Zunahme der PBMC-Anzahl bei den Zylexis®-behandelten Pferden ist der
einzige Parameter, der auf einen synergistischen Effekt von Zylexis® und der Impfung mit
Resequin® NN plus hinweist. Die anderen Untersuchungsparameter zeigten diesen Effekt
nicht. Um eine belastbare Immunitit infolge der Impfung mit und ohne Gabe von Zylexis” zu
iberpriifen, miissten die Pferde anschlieBend mit dem equinen Herpesvirus experimentell
infiziert werden. Anhand solcher Infektionsversuche léasst sich die ausgebildete Immunitit
nach Impfung und Zylexis®-Applikation iiberpriifen. Lunn und Rush (2004) konnten in einem
Infektionsversuch mit dem equinen Influenzavirus zeigen, dass Baypamun®-behandelte
Pferde nach einer Stresssituation (Transport) und anschliefender experimenteller Infektion
mit dem equinen Influenzavirus zwar klinische Symptome zeigten, jedoch eine deutlich
signifikant hohere AntikOrperantwort nachweisbar war als bei den unbehandelten
Kontrolltieren.

Aus solchen Daten von Infektionsversuchen konnte sich auch eine praktische Relevanz der
Anwendung von Zylexis® in Kombination mit der Impfung ableiten. Dabei ist zu
beriicksichtigen, dass Infektionsversuche mit einem erheblichen Aufwand verbunden sind und
sich in Deutschland als nicht praktikabel darstellen. Der Schwerpunkt liegt daher auf den
diagnostischen Parametern zur Beurteilung der Immunitdt und dem daraus resultierenden
schiitzenden Effekt vor den Infektionskrankheiten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen in Bezug auf die kombinierte Anwendung von Zylexis®

mit dem Impfstoff Resequin® NN plus eine geringe Relevanz fiir die Praxis. Die Anwendung
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von Zylexis® hat sich bei der Prophylaxe und Behandlung von Infektionen und
stressinduzierten Erkrankungen bereits bei einigen Tierarten bewihrt (Ziebell et al. 1997).
Denkbar wire ein Einsatz von Zylexis® in Kombination mit dem Impfstoff in
Problembestinden mit beispielsweise ,,Crowding-assoziierten Krankheiten, um den
Ausbruch von subklinischen Infektionen nach der Impfung zu minimieren. Die kombinierte
Anwendung von Zylexis® mit der Impfung ist zudem an einen erhohten Kostenaufwand und
an ein erhohtes Risiko von Komplikationen, wie Abszessbildungen oder anaphylaktischen
Reaktionen, gebunden. Der Einsatz von Zylexis® zusammen mit der Impfung sollte daher

unter Praxisbedingungen individuell entschieden werden.

5.5 Ausblick

Zusammenfassend konnte mit der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Anwendung
von Zylexis® in Kombination mit der Impfung Resequin® NN plus zu einer signifikanten
Erhohung der Anzahl an PBMC gefiihrt hat. In Anbetracht der vorliegenden Ergebnisse
scheinen ex vivo Untersuchungen der Zytokin-mRNA mittels TagMan®-PCR ausreichend, um
Konzentrationsunterschiede darzustellen. Um festzustellen, ob die hier ausgewihlten
Zytokine (IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10) durch andere Zytokine (z.B. IL-12, IL-18) in ihrer
Expression beeinflusst werden, kdnnen diese in zukiinftigen Untersuchungen beriicksichtigt
werden. Dariiber hinaus wire es sinnvoll, die Lymphozytenpopulationen zu jedem
Untersuchungszeitpunkt mittels Durchflusszytometrie zu separieren und aus den einzelnen
Subpopulationen anschlieBend die Zytokin-mRNA Expression zu messen, um zu kléren,
welche Zellpopulationen verschiedenartige Zytokine exprimieren.

Der leichte Anstieg der Expression von IFN-y als Parameter der zelluliren Immunantwort
konnte in der vorliegenden Arbeit nicht eindeutig auf die Anwendung von Zylexis®
zuriickgefiihrt werden und beruht vermutlich auf individuellen Unterschieden. Auch die
Impfung allein fiihrte nicht zu einer deutlichen Induktion von IFN-y und IL-2. Da die zelluldre
Immunantwort eine entscheidende Rolle bei Infektionen mit dem equinen Herpesvirus
einnimmt, wire es fiir die Zukunft wiinschenswert, eine Vakzine zu entwickeln, die zu einer
Aktivierung der EHV-spezifischen zelluldiren Immunantwort flihrt und Schutz vor den
klinischen Symptomen einer EHV-1/-4 Infektion bietet.

Paillot et al. (2006) konnten durch die Anwendung einer rekombinanten Vakzine, basierend

auf Vaccinia-Virus (NYVAC), welches das EHV-1 Gen 64 exprimiert, eine Erh6hung der
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zellvermittelten Immunitét beim Pferd nachweisen. Diese fiihrte jedoch nicht zum Schutz vor
einer experimentellen EHV-1 Infektion (Paillot et al. 2006). Pan et al. (1999) fanden heraus,
dass der Einsatz von GM-CSF- und IL-2-Genen in Kombination mit DNA-Vakzinen zu einer
hoheren Antikorper- und T-Zell-Immunantwort fiithrte. Auch die Arbeitsgruppe von Schijns
et al. (2002) konnte einen positiven Effekt in der AntikOrperantwort beim FEinsatz von
rekombinanten felinen [FN-y als Adjuvant in einer inaktivierten Vakzine gegen Tollwut und
Calicivirus bei Katzen nachweisen. Beim Pferd konnten erste Erfahrungen mit einem
therapeutischen DNA-Impfstoff gegen die EAV- (Equines Arteritis Virus) Infektion
gesammelt werden. Hierbei wurde der DNA-Vakzine das Gen von IL-2 zugefiigt, um gezielt
die zellulire Immunantwort zu steigern. Nach mehrfacher Behandlung von EAV-positiven
Hengsten waren 80% der Tiere nach der Impftherapie negativ getestet worden. Dariiber
hinaus konnte neben dem Anstieg von neutralisierenden Antikdrpern auch eine starke
zytotoxische T-Lymphozyten-Aktivitit gemessen werden (Giese 2004).

Der Einsatz von rekombinanten Zytokin-Proteinen oder -Genen (z.B. IFN-y und IL-2) als
Adjuvantien in Vakzinen gegen EHV-1/-4 scheint eine Mdglichkeit zu bieten, um zukiinftig

einen effektiven Schutz gegen die equine Herpesvirusinfektion zu erreichen.
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6. Zusammenfassung

Ex vivo und in vitro Studien zur Wirkung von Zylexis® auf die Immunantwort nach
Impfung mit Resequin® NN plus unter besonderer Beriicksichtigung der EHV-1/-4

spezifischen Antikorperantwort, des Immunstatus und Zytokinmusters im Pferdeblut

Eine Infektion mit dem EHV-1/-4 beim Pferd kann mit schweren Krankheitssymptomen
einhergehen und zu wirtschaftlichen Verlusten fithren. Eine entscheidende Rolle in der
Prophylaxe gegen EHV-1/-4 Infektionen nehmen die Impfstoffe ein. Die zurzeit auf dem
Markt erhiltlichen Impfstoffe stimulieren allerdings in der Regel nur die humorale
Immunantwort. Ziel der vorgelegten Arbeit war es zu untersuchen, ob eine Verbesserung der
humoralen und Stimulation der zelluldiren Immunantwort durch Kombination von Impfung

und Immunstimulator Zylexis® méglich ist.

Dazu wurde eine Gruppe von 20 Pferden in eine Zylexis®- (n = 11) und Placebo-Gruppe
(n = 9) aufgegliedert. Die Tiere erhielten eine dreimalige Zylexis®- bzw. Placebo-Applikation
im Abstand von 48 Stunden. Am Tag der dritten Zylexis"®- bzw. Placebo-Injektion wurden die

Pferde mit dem inaktivierten Kombinationsimpfstoff Resequin® NN plus vakziniert.

Die Untersuchung der Immunantwort erfolgte zu 6 verschiedenen Zeitpunkten. 30 Tage vor
Studienbeginn wurde ein Ausgangswert ermittelt. Die Entnahmen der Blutproben erfolgten
6 Stunden nach der zweiten Zylexis"-/Placebo-Applikation sowie nach der Verabreichung der
dritten Zylexis®-/Placebo-Dosis zusammen mit der Impfung. Weitere Blutentnahmen fanden

am 3., 7. und 14. Tag nach der Vakzinierung statt.

Zu jedem Untersuchungszeitpunkt wurden die Antikorpertiter gegen EHV-1 und EHV-4 im
Neutralisationstest (NT) und im indirekten Immunfluoreszenztest (IFT) gemessen sowie die
Anzahl der peripheren mononukledren Blutzellen und die Expression der Zytokingene von
IFN-y, IL-2, IL-4 und IL-10 ermittelt. An zwei Untersuchungszeitpunkten (Tag -30 und 0)
wurde der Immunstatus {iber die Firma LABOLKIN bestimmt.

Im Vordergrund stand die Detektion von ausgewihlten Zytokinexpressionsmustern mittels
quantitativer ,,Real-Time* TagMan"-PCR. Als Parameter der zelluldren Immunantwort wurde

die Expression von IFN-y und IL-2 untersucht und als Parameter der humoralen
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Immunantwort die von IL-4 und IL-10. Der Zytokin-mRNA-Nachweis mittels TagMan®-PCR
erfolgte direkt aus dem Pferdeblut (ex vivo) und vergleichend in vitro nach 24-stiindiger
Stimulation mit Concavalin A. Dabei wurde festgestellt, dass ex vivo Untersuchungen der
Zytokin-mRNA mittels TaqMan®-PCR ausreichen, um Konzentrationsunterschiede

darzustellen.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Anwendung von Zylexis® in Kombination mit dem Impfstoff
Resequin® NN plus zu einer signifikanten Erhohung der Anzahl von equinen PBMCs gefiihrt
hat. Dariiber hinaus spiegelt die Induktion der Genexpression von IL-4 und IL-10 nach der
Impfung sowohl bei den Zylexis®-behandelten Tieren als auch bei den Placebo-behandelten
Pferden eine Aktivitdt der humoralen Immunantwort wieder. Diese korreliert mit dem Anstieg
der EHV-1/-4 Antikorpertiter. So konnte ein Antikorperanstieg bei 19 (95%) Pferden im IFT
und bei 7 (35%) Pferden im NT gezeigt werden. Der Nachweis von Virus neutralisierenden
Antikorpern gelang vor allem bei Pferden, die ein Alter von mindestens iiber 4 Jahren hatten.
Zwischen den Versuchsgruppen Zylexis® und Placebo konnten keine Unterschiede beziiglich
der Hohe der virusspezifischen Antikorpertiter und der Zytokinexpression ermittelt werden.

Eine Induktion von IFN-y und IL-2 konnte in der vorliegenden Arbeit weder durch den

Einsatz von Zylexis®, noch durch den Impfstoff allein festgestellt werden.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass nach Impfung mit Resequin® NN plus die
Induktion der humoralen Immunantwort mit Anstieg der EHV-1/-4 Antikorpertiter und
Expressionszunahme von IL-4 und IL-10 nachweisbar war. Durch Zylexis® konnte hierbei
kein synergistischer Effekt erzielt werden. Eine nachweisliche Induktion der zelluldren
Immunantwort gemessen an der Expression von IFN-y und IL-2 konnte weder durch den
Impfstoff allein, noch in Kombination mit Zylexis® festgestellt werden. Zylexis® bewirkte
allerdings in Kombination mit der Impfung eine signifikante Erhéhung der Anzahl von

equinen PBMCs.
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7. Summary

Ex vivo and in vitro studies of the impact of Zylexis® on the immune response following
vaccination with Resequin® NN plus with special consideration of the EHV-1/-4 specific
antibody response, the immune status and the cytokine gene expression patterns in

horse blood

EHV-1/-4 infections in horses not only cause severe clinical symptoms, but also economical
losses. Vaccination plays an important role in preventing EHV-1/-4 infections.

Vaccines currently available on market usually only stimulate the humorale immune response.
The aim of the present study was to evaluate whether it is possible to improve the humoral
immune response and whether the cellular immune response could be stimulated by the
combination of the inactivated vaccine Resequin® NN plus and the immune modulator

Zylexis®.

A group of 20 horses were divided into a Zylexis-group (n = 11) and a Placebo-group (n =9).
The animals of both groups received three applications of Zylexis® or a Placebo respectively
at 48 hour intervals. The horses were vaccinated with the inactivated combination vaccine

Resequin® NN plus simultaneously to the third Zylexis®-/Placebo application.

The examination of the immune response was carried out at 6 different time points. Initial
values were determined 30 days before the beginning of the study. Blood samples were
collected 6 hours after the second and third combined application of Zylexis®-/Placebo and
Resequin® NN plus. Further blood samples were collected on days 3, 7 and 14 after

vaccination.

At every time point of investigation the antibody titer against EHV-1 and EHV-4 was
measured with neutralization test and indirect immunofluorescence test, the number of
peripheral mononuclear blood cells and the cytokine gene expression of IFN-y, IL-2, IL-4 and
IL-10 were examined. The immune status was determined at two time points (day -30 and

day 0) by LABOKLIN.

Foremost we studied the gene expression of selected cytokines using quantitative “real-time”

TagMan®-PCR. For the cellular immune response the gene expression levels of IFN-y and
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IL-2 and for the humoral immune response the levels of gene expression of IL-4 and IL-10
were used as parameters. The cytokine mRNA was analyzed with TagMan®-PCR directly
from the horses’ blood (ex vivo) and for comparison after stimulation with Concavalin A for a
period of 24 hours (in vitro). We noticed that in vivo examinations of cytokine mRNA using

TaqMan®-PCR is sufficient to detect differential gene expressions.

The results showed that the administration of Zylexis® in combination with the vaccine
Resequin® NN plus resulted in significantly increased numbers of equine PBMCs.
Further more the induction of the gene expression of IL-4 and IL-10 after vaccination equally
mirrored an activity of the humoral immune response in the Zylexis“- and Placebo-treated
horses. These findings correlate with the serological reactions of EHV-1/-4 antibodies. Thus
the IFT and NT antibody titers increased in 19 (95%) animals and 7 (35%) horses
respectively. The virus neutralizing antibodies could be detected especially in horses aged at
least 4 years. No significant differences regarding the level of virus specific antibody titers
and cytokine gene expression were noted between the Zylexis- and Placebo-groups.

An induction of the IFN-y and IL-2 in the present study could neither be detected with

Zylexis® nor using the vaccine alone.

In conclusion after vaccination with Resequin® NN plus an induction of the humoral immune
response was detectable shown as increased EHV-1/-4 antibody titers and increased gene
expressions of IL-4 and IL-10. No synergistical effect was achieved by Zylexis®. A detectable
induction of the cellular immune response as measured by the gene expressions of I[FN-y and
IL-2 was neither observed when applying Zylexis® alone, nor Resequin® NN plus nor using
both in combination. However Zylexis® caused a statistically significant increase in equine

PBMC number in combination with the vaccine.
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9. Anhang

9.1 Detaillierte Zusammenstellung der Untersuchungsergebnisse

A 1: Pferde

Nr.: | Name Rasse Alter Geschlecht | Letzte Impfung / | Gruppe
Impfstoff

1 Lea Warmblut | 16 Jahre | Stute Dez.’05 Zylexis
Resequin NN Plus

2 Verona Kaltblut 7 Jahre Stute Dez. '05 Zylexis
Resequin NN Plus

3 Lilly Warmblut | 2 Jahre Stute Feb. "06 Placebo
Equilis Influenza

4 Goldlady B Warmblut | 3 Jahre Stute Dez. '05 Zylexis
Resequin NN Plus

5 Willaya Warmblut | 16 Jahre | Stute April’ 06 Placebo
Resequin NN Plus

6 Raffacla B Warmblut | 7 Jahre Stute Dez. 05 Placebo
Resequin NN Plus

7 Mandy Kaltblut 9 Jahre Stute Dez. 05 Placebo
Resequin NN Plus

8 Goldtdnzer B | Warmblut | 3 Jahre | Hengst Dez. '05 Zylexis
Resequin NN Plus

9 Daylight B Warmblut | 2 Jahre Stute Feb. "06 Zylexis
Equilis Influenza

10 | Gustav Warmblut | 2 Jahre | Hengst Feb. 06 Zylexis
Equilis Influenza

11 | Jasmin Warmblut | 5 Jahre Stute Feb. "06 Zylexis
Equilis Influenza

12 | Ibiza Warmblut | 6 Jahre Stute Feb. '06 Zylexis
Equilis Influenza

13 | Goldfee B Warmblut | 3 Jahre Stute Jan. "06 Zylexis
Equilis Influenza

14 | Galatea B Warmblut | 2 Jahre Stute Mirz 06 Placebo
Equilis Influenza

15 | Genua B Warmblut | 2 Jahre Stute Mirz 06 Placebo
Equilis Influenza

16 | Jonas Warmblut | 4 Jahre Wallach Feb. 06 Placebo
Equilis Influenza

17 | Kurinna Warmblut | 15 Jahre | Stute Feb. '06 Placebo
Equilis Influenza

18 | Goldlady BII | Warmblut | 2 Jahre Stute Mirz'06 Placebo
Equilis Influenza

19 | Siegfried Warmblut | 17 Jahre | Wallach Mirz. 06 Zylexis
Resequin NN Plus

20 | Cappa Warmblut | 12 Jahre | Stute Mirz 06 Zylexis

Equilis Influenza
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A 2: Ergebnisse der serologischen Untersuchung mittels Neutralisationstest und indirekten

Immunfluoreszenztest

Pferd-Nr. / Neutralisationstest Immunfluoreszenztest
Termin EHV-1 EHV-4 EHV-1 EHV-4
1.1 1:10 1:10 1: 10240 1: 5120
1.2 1:10 1:10 1: 10240 1: 5120
1.3 1:10 1:10 1: 10240 1: 5120
1.4 1:10 1:10 1: 10240 1: 5120
1.5 1:10 1:10 1: 10240 1: 5120
1.6 1:10 1:10 1: 10240 1: 5120
2.1 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 2560
2.2 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
2.3 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 2560
2.4 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
2.5 <1:10 <1:10 1: 5120 1: 5120
2.6 <1:10 <1:10 1: 5120 1: 10240
3.1 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
3.2 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
3.3 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
34 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
3.5 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
3.6 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 2560
4.1 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
4.2 <1:10 <1:10 1: 640 1: 640
4.3 <1:10 <1:10 1: 640 1: 640
4.4 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
4.5 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
4.6 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
5.1 <1:10 <1:10 1: 10240 1: 10240
5.2 <1:10 <1:10 1: 5120 1: 5120
5.3 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 2560
5.4 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 5120
5.5 1:10 <1:10 1: 5120 1: 5120
5.6 1:10 <1:10 1: 10240 1: 10240
6.1 <1:10 1:10 1:5120 1: 5120
6.2 <1:10 1:10 1: 5120 1: 5120
6.3 <1:10 1:10 1: 5120 1: 5120
6.4 <1:10 1:10 1: 5120 1: 5120
6.5 1:10 1:10 1: 10240 1: 5120
6.6 1:20 1:20 1: 10240 1: 5120
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Fortsetzung A 2:
Pferd-Nr. / Neutralisationstest Immunfluoreszenztest
Termin EHV-1 EHV-4 EHV-1 EHV-4
7.1 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 1280
7.2 <1:10 <1:10 1: 5120 1: 2560
7.3 <1:10 <1:10 1: 5120 1: 2560
7.4 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 1280
7.5 <1:10 <1:10 1: 5120 1: 2560
7.6 1:10 <1:10 1: 5120 1: 5120
8.1 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
8.2 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 2560
8.3 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 2560
8.4 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 2560
8.5 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 1280
8.6 <1:10 1:10 1: 5120 1: 5120
9.1 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
9.2 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
9.3 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
9.4 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 640
9.5 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
9.6 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
10.1 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
10.2 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
10.3 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
10.4 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
10.5 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 2560
10.6 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 5120
11.1 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 2560
11.2 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 2560
11.3 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 2560
114 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
11.5 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 5120
11.6 <1:10 <1:10 1: 5120 1: 5120
12.1 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 2560
12.2 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 2560
12.3 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 2560
12.4 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 2560
12.5 <1:10 <1:10 1: 20480 1: 20480
12.6 <1:10 <1:10 1: 20480 1: 20480
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Fortsetzung A 2:
Pferd-Nr. / Neutralisationstest Immunfluoreszenztest
Termin EHV-1 EHV-4 EHV-1 EHV-4
13.1 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
13.2 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
13.3 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
13.4 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
13.5 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 2560
13.6 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 5120
14.1 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
14.2 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
14.3 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
14.4 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
14.5 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 2560
14.6 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 5120
15.1 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
15.2 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
15.3 <1:10 <1:10 1: 640 1: 640
154 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
15.5 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 1280
15.6 1:10 <1:10 1: 10240 1: 10240
16.1 <1:10 <1:10 1: 640 1: 640
16.2 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
16.3 <1:10 <1:10 1: 320 1: 640
16.4 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
16.5 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
16.6 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 2560
17.1 1:10 <1:10 1:5120 1:5120
17.2 1:10 <1:10 1: 5120 1: 5120
17.3 1:10 <1:10 1:5120 1:5120
17.4 1:10 <1:10 1:5120 1: 5120
17.5 1:10 <1:10 1: 5120 1: 5120
17.6 1:10 1:10 1: 10240 1: 10240
18.1 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
18.2 <1:10 <1:10 1: 320 1: 640
18.3 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
18.4 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
18.5 <1:10 <1:10 1: 640 1: 1280
18.6 <1:10 <1:10 1: 1280 1: 2560
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Fortsetzung A 2:

Pferd-Nr. / Neutralisationstest Immunfluoreszenztest
Termin EHV-1 EHV-4 EHV-1 EHV-4
19.2 <1:10 <1:10 1: 5120 1: 2560
19.3 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 2560
19.4 <1:10 <1:10 1: 2560 1: 5120
19.5 <1:10 <1:10 1: 5120 1: 5120
19.6 <1:10 <1:10 1:5120 1:5120
20.2 <1:10 <1:10 1: 5120 1: 2560
20.3 <1:10 <1:10 1: 5120 1: 2560
20.4 <1:10 <1:10 1: 5120 1: 2560
20.5 <1:10 <1:10 1: 5120 1: 2560
20.6 1:10 <1:10 1: 5120 1: 5120

A 3: Absolute Lymphozytenzahlen (PBMC) x 10’/ml vor und nach Zylexis®-Applikation und
Impfung (Kursiv.: Zylexis-Gruppe)

Versuchstage
Nr./Pferd -30 | -2 0 3 7 14
1. Lea 24 |24 2,5 1,8 2,3 2,6
2. Verona 2,5 | 1,6 2,2 3,2 3.4 2,7
3. Lilly 4,7 13,6 2,5 2,6 4,7 5,6
4. Goldlady 1 3,1 |33 3,6 4,9 2,7 3,6
5. Willaya 1,3 | 1,0 1,0 1,4 2,3 2,0
6. Raffaela 19 |13 1,2 2.4 2,3 2.9
7. Mandy 3,1 |10 1,7 3,2 1,2 3.3
8. Goldtinzer 1,7 | 1,8 1,7 2,0 4,1 3,0
9. Daylight 49 15,0 4,8 5,2 6,3 2,9
10. Gustav 1,7 |24 4,0 2,7 2,6 3,9
11. Jasmin 1,9 |23 2,8 5,0 3,3 3,2
12. Ibiza 3,1 14,0 5,0 4,4 4,0 5,4
13. Goldfee 41 |14 4,0 3,6 3,5 3,3
14. Galatea 23 |19 3,1 3,0 4,2 3,3
15. Genua 32 |32 5,3 4,0 3,7 3,5
16. Jonas 3,5 |25 2,5 3,0 3,5 3,7
17. Kurinna 2,1 | 1,7 1,2 1,3 2,6 1,9
18. Goldlady I | 3,0 | 4,0 5,0 3,2 3,3 4,3
19. Siegfried - 2,3 2.8 2,5 1,9 1,7
20. Cappa -- 2,7 3,3 3,9 3,3 3,7
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A 4: Immunstatusbestimmung durch Fa. LABOKLIN

Pferde Tag-30 | T-Zellen | CD4+ | CD8+ | B-Zellen
(gesamt) | Zellen | Zellen (M/l*)

Tag0 | My M1 | (M)

01 Lea 2915 2269 | 166 497
2119 1643 | 339 150

02 Verona 2681 827 81 746
2804 1804 | 623 262

03 Lilly 3912 0 124 963
5290 3306 | 1190 | 463

04 Goldlady I | 3945 27 107 1369

4066 2508 871 502

05 Willaya 2146 1411 103 149

1708 1206 | 390 65

06 Raffaela 1831 1306 112 290
1969 1373 573 203
07 Mandy 3009 1912 | &9 372

2312 1459 | 853 231

08 Goldténzer | 2586 1293 101 504

2066 807 698 383

09 Daylight 4953 3016 | 445 349

6628 4284 1455 849

10 Gustav 2759 1540 | 64 642
3478 1593 1077 | 718
11 Jasmin 3926 2202 | 335 599
3388 1892 1924 594
12 Ibiza 3169 2120 | 226 576

2599 1575 772 315

13 Goldfee 3606 1938 | 296 484

3948 2448 |1 790 1184

14 Galatea 2567 1273 121 1010

3397 1838 | 791 1466

15 Genua 4543 3211 102 1264
5335 948 4388 1053
16 Jonas 4044 2357 | 80 643

4096 2389 1219 | 975

17 Kurinna 1856 1186 | 223 458

1826 1221 403 403

18 Goldlady IT | 4396 2446 | 62 1331

3871 2621 762 762

"M/l = Mega / Liter = Zellzahl x 10°/ Liter

Referenzwerte Immunstatus (Fa. LABOKLIN, Bad Kissingen):

T-Zellen gesamt M/1 1235 -2063
CD4+ Zellen M/1 832 — 1387
CD8+ Zellen M/l 275 -742
B-Zellen M/1 150 — 406
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A 5: Zytokinmesswerte — absolute Quantifizierung (B-Aktin ) ex vivo Proben

Pferd / Termin | IFNy IL-2 1L-4 IL-10
1.1 Lea 0,06 5,97 0,24 0,03
1.2 Lea 0 -- 356,33 0
1.3 Lea 2,12 13,48 0,12 0,09
1.4 Lea 0,51 29,29 3,29 0,35
1.5 Lea 5,51 41,09 3,02 1,42
1.6 Lea 0 253,28 13,19 1,52
2.1 Verona 0 0,99 0,45 0
2.2 Verona 0 4,03 2,22 0,24
2.3 Verona 7,40 6,30 1,00 0,34
2.4 Verona 0 118,72 27,21 1,01
2.5 Verona 0 451,94 641,06 0
2.6 Verona 0 -- 0 0
3.1 Lilly 0 9,46 0,48 0,21
3.2 Lilly 1,75 4,49 0,13 0,13
3.3 Lilly 3,85 14,84 0,46 0,30
3.4 Lilly 1,89 1,29 0,59 0,31
3.5 Lilly 6,35 4,43 1,75 1,17
3.6 Lilly 1,75 16,78 3,44 1,46
4.1 Goldlady I 1,70 5,19 0,11 0,11
4.2 Goldlady I 0,46 18,29 0,50 0,09
4.3 Goldlady I 1,96 99,87 16,28 0,49
4.4 Goldlady I 4,56 14,79 1,91 0,35
4.5 Goldlady I 3,12 34,29 423 0,71
4.6 Goldlady I 4,03 43,44 8,16 1,67
5.1 Willaya 0 18,71 0,36 0,21
5.2 Willaya 0,98 2,32 0,27 0,16
5.3 Willaya 0,29 66,88 0,99 0,43
5.4 Willaya 0 50,72 19,52 0,83
5.5 Willaya 0 44,01 11,13 3,28
5.6 Willaya 0 1901,78 566,31 85,10
6.1 Raffacla 0,45 7,85 0,16 0,15
6.2 Raffaela 3,79 2,69 0,13 0,13
6.3 Raffaela 3,59 8,48 0,11 0,15
6.4 Raffaela 10,79 7,63 0,66 0,42
6.5 Raffaela 6,43 23,14 1,47 0,85
6.6 Raffacla 2,18 53,20 7,29 2,88
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Fortsetzung A 5:

Pferd / Termin IFNy IL-2 IL-4 IL-10
7.1 Mandy 0 0 0 0

7.2 Mandy 0 3075,29 149,06 16,62
7.3 Mandy 4,76 501,10 4,99 1,62
7.4 Mandy 0 12037,89 221,18 2,72
7.5 Mandy 0 4202,06 233,47 239,06
7.6 Mandy 0 6879,15 156,54 40,08
8.1 Goldtianzer | 5,01 26,89 0,11 0,53
8.2 Goldtianzer | 5,70 58,33 0,42 0,43
8.3 Goldtianzer 17,89 89,06 0,76 0,71
8.4 Goldtianzer | 4,51 315,49 7,79 1,61
8.5 Goldtianzer | 3,77 357,19 10,95 3,01
8.6 Goldtinzer |0 467,96 31,04 6,78
9.1 Daylight 10,19 306,89 0,92 0,82
9.2 Daylight 13,48 210,80 2,13 1,69
9.3 Daylight 48,19 214,91 0,62 1,48
9.4 Daylight 79,28 1280,19 8,58 3,25
9.5 Daylight 35,45 595,89 5,85 4,69
9.6 Daylight 12,72 850,10 10,75 7,41
10.1 Gustav 0,33 167,69 0,17 0,04
10.2 Gustav 5,52 31,81 0,69 0,99
10.3 Gustav 54,23 176,75 0,60 0,62
10.4 Gustav 36,19 171,19 0,83 0,83
10.5 Gustav 1,83 1074,66 180,57 3,30
10.6 Gustav 4,59 20,82 2,95 1,46
11.1 Jasmin 0,89 289,31 3,45 1,76
11.2 Jasmin 3,84 67,45 0,70 0,40
11.3 Jasmin 9,95 82,21 0,50 0,40
11.4 Jasmin 0,69 45,98 0,80 0,28
11.5 Jasmin 0,71 49,83 1,00 0,80
11.6 Jasmin 0,36 27,46 0,78 0,77
12.1 Ibiza 0 1320,70 2,58 0
12.2 Ibiza 0,28 123,13 0,95 0,22
12.3 Ibiza 0,68 107,34 0,63 0,33
12.4 Ibiza 0 166,67 1,04 0,03
12.5 Ibiza 0 185,21 2,50 0,09
12.6 Ibiza 0 167,18 4,52 0,03
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Fortsetzung A 5:

Pferd / Termin IFNy IL-2 IL-4 IL-10
13.1 Goldfee 24,77 124,36 0,24 1,67
13.2 Goldfee 22,24 125,19 0,85 0,71
13.3 Goldfee 23,12 94,23 0,36 0,54
13.4 Goldfee 12,38 16,50 0,47 0,35
13.5 Goldfee 3,27 45,45 1,26 1,09
13.6 Goldfee 0 -- 0 0
14.1 Galatea 16,25 86,37 0,69 2,08
14.2 Galatea 15,44 63,18 0,49 0,77
14.3 Galatea 29,16 60,55 0,31 0,99
14.4 Galatea 11,35 43,34 0,54 0,63
14.5 Galatea 10,25 35,64 0,42 0,83
14.6 Galatea 19,02 176,79 0 0,61
15.1 Genua 3,80 491,52 31,71 1,61
15.2 Genua 16,32 1088,11 3,28 0,97
15.3 Genua 16,38 380,94 4,47 2,77
15.4 Genua 7,34 355,12 3,73 1,38
15.5 Genua 3,90 295,11 2,47 1,66
15.6 Genua 7,66 27,95 0,94 1,07
16.1 Jonas 27,72 141,54 1,51 3,57
16.2 Jonas 20,07 254,49 4,55 1,42
16.3 Jonas 17,01 287,33 3,56 2,38
16.4 Jonas 8,19 151,64 4,18 1,35
16.5 Jonas 4,72 349226 184,73 7,51
16.6 Jonas 13,78 586,17 15,24 5,85
17.1 Kurinna 0 585,14 2,59 0,61
17.2 Kurinna 4,67 209,69 6,46 0,39
17.3 Kurinna 3,33 143,15 2,02 0,44
17.4 Kurinna 0,71 90,79 3,45 0,21
17.5 Kurinna 2,52 94,83 20,79 1,49
17.6 Kurinna 0,17 37,64 5,65 0,73
18.1 Goldlady II | 20,84 205,05 3,32 4,54
18.2 Goldlady II | 5,94 516,11 10,57 1,89
18.3 Goldlady II | 11,62 181,28 4,46 1,95
18.4 Goldlady II | 4,79 115,65 7,67 1,28
18.5 Goldlady II | 0,81 144,83 24,60 4,41
18.6 Goldlady II | 1,29 483,94 9,25 3,33
19.2 Siegfried 1,24 10,11 0,29 0,41
19.3 Siegfried 0,39 11,65 0,21 0,57
19.4 Siegfried 1,17 9,17 0,23 0,53
19.5 Siegfried 0,29 16,33 0,72 1,07
19.6 Siegfried 0,12 11,38 0,45 0,70
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Fortsetzung A 5:

Pferd / Termin | IFNy IL2 IL4 IL-10
20.2 Cappa 10,60 22,05 0,49 0,66
20.3 Cappa 3,23 8,93 0,12 0,67
20.4 Cappa 5,99 13,07 0,18 0,79
20.5 Cappa 0,16 6,37 0,16 0,31
20.6 Cappa 3,25 8,65 0,16 0,48

A 6: Zytokinmesswerte — absolute Quantifizierung (B-Aktin ) in vitro Proben

Probe IFN-y IL-2 IL-4 IL-10
1.1 Lea unstim. 10,82 75,75 5,99 18,67
1.1 Lea stim. 310,26 787,02 112,26 129,03
1.2 Lea unstim. 8,52 56,22 2,65 3,84
1.2 Lea stim. 610,92 257,83 124,87 67,37
1.3 Lea unstim. 17,96 65,10 5,39 7,02
1.3 Lea stim. 93,08 49,49 11,26 11,43
1.4 Lea unstim. 0,81 32,41 0,48 4,78
1.4 Lea stim. 2,27 57,10 1,53 4,57
1.5 Lea unstim. 30,62 133,80 10,95 11,55
1.5 Lea stim. 461,82 714,45 123,77 156,83
1.6 Lea unstim. 123,57 727,04 82,35 97,03
1.6 Lea stim. 811,26 517,13 177,52 120,39
2.1 Verona unstim. | 0,11 16,60 4,68 2,73
2.1 Verona stim. 163,71 39,49 33,35 11,42
2.2 Verona unstim. | (0,23 20,80 1,42 1,17
2.2 Verona stim. 3337,54 210,31 357,32 46,84
2.3 Verona unstim. | 1,98 30,44 4,25 2,25
2.3 Verona stim. 597,22 49,04 44,51 9,76
2.4 Verona unstim. | () 213,15 0,64 9,02
2.4 Verona stim. 0 252,08 2,36 6,87
2.5 Verona unstim. | () 67,49 4,62 5,01
2.5 Verona stim. 0,62 96,28 40,37 17,41
2.6 Verona unstim. | () 27,54 2,13 1,96
2.6 Verona stim. 0,87 130,79 55,36 12,81
3.2 Lilly unstim. 5,15 19,56 1,50 12,76
3.2 Lilly stim. 1100,08 255,85 362,18 60,51
3.3 Lilly unstim. 2,71 18,31 4,10 10,20
3.3 Lilly stim. 993,74 320,32 400,45 143,20
3.4 Lilly unstim. 1,86 47,66 0,30 5,40
3.4 Lilly stim. 10,74 109,95 4,20 10,38
3.5 Lilly unstim. 1,36 19,63 3,62 6,28
3.5 Lilly stim. 754,93 450,70 455,09 90,27
3.6 Lilly unstim. 3,56 18,43 2,40 12,62
3.6 Lilly stim. 615,24 241,18 198,42 82,04
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Fortsetzung A 6:

Probe IFNy IL-2 IL-4 IL-10
4.1 Goldlady I unstim. | 18 97 59,19 5,41 13,94
4.1 Goldlady I'stim. | 401,03 28,85 168,85 17,53
4.2 Goldlady I unstim. | 24,59 43,66 2,94 16,51
4.2 Goldlady I stim. | 1121,87 45,40 102,64 15,91
4.3 Goldlady I unstim. 82,62 79,44 10,40 21,86
4.3 Goldlady I'stim. | 1335,04 63,95 174,39 43,26
4.4 Goldlady T unstim. | 2 48 440,22 5,36 25,71
4.4 Goldlady I'stim. | 14,14 414,08 18,85 30,74
4.5 Goldlady Iunstim. | 13 54 156,62 14,53 11,45
4.5 Goldlady I'stim. | 354,96 82,13 178,88 37,09
4.6 Goldlady L unstim. | 4(),88 127,71 11,52 22,03
4.6 Goldlady I stim. | 1226,37 130,45 196,90 52,03
5.1 Willaya unstim. | 134,45 544,84 29,02 56,25
5.1 Willaya stim. 485,74 89,88 172,56 64,86
5.2 Willaya unstim. | 174,44 551,60 36,62 47,26
5.2 Willaya stim. 2427,28 187,06 397,43 75,83
5.3 Willaya unstim. | 407,52 741,53 74,69 36,61
5.3 Willaya stim. 2450,82 246,53 435,55 135,94
5.4 Willaya unstim. | () 1762,46 7,18 28.86
5.4 Willaya stim. 19,86 1390,06 70,43 102,58
5.5 Willaya unstim. | () 3878.83 102,72 109,96
5.5 Willaya stim. 184,15 807,00 613,73 106,02
5.6 Willaya unstim. | 1,27 496,25 25,48 16,77
5.6 Willaya stim. 2820,80 668,27 583,50 160,98
6.2 Raffaela unstim. | 52,14 284,89 5,46 108,77
6.2 Raffaela stim. 1520,33 1025,33 193,89 108,40
6.3 Raffaela unstim. | 78 25 483,93 31,29 45,51
6.3 Raffaela stim. 2787,15 310,28 253,01 100,04
6.4 Raffaela unstim. | 2 36 826,81 4,66 51,71
6.4 Raffaela stim. 60,50 2679,58 92,08 96,60
6.5 Raffacla unstim. | 7,79 603,37 21,24 78,43
6.5 Raffaela stim. 348,65 1568,83 484,54 167,74
6.6 Raffaela unstim. | 1306,76 834,30 331,13 116,89
6.6 Raffaela stim. 49,74 486,28 27,08 66,80
7.2 Mandy unstim. | 0,05 0,32 1,50 1,22
7.2 Mandy stim. 61,46 0,42 77,85 9,84
7.3 Mandy unstim. | () 2,78 22,58 5,20
7.3 Mandy stim. 212,91 1,58 141,54 46,02
7.4 Mandy unstim. | () 0 0 0

7.4 Mandy stim. 0 25,15 14,11 7,18
7.5 Mandy unstim. | () 1,09 6,16 0

7.5 Mandy stim. 12,86 11,79 139,75 24,94
7.6 Mandy unstim. | () 0 0 0

7.6 Mandy stim. 64,20 3,81 271,95 4723
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Fortsetzung A 6:

Probe IFNy IL-2 IL-4 IL-10
8.2 Goldtinzer unstim. 1,04 0,34 3,11 25,82
8.2 Goldtinzer stim. | 118 98 0,73 42,21 20,24
8.3 Goldtinzer unstim. 0,94 0,68 10,98 38.47
8.3 Goldtiinzer stim. 89,55 0,77 54,28 27,44
8.4 Goldtiinzer unstim. 0’ 16 2,32 1 ’05 1 9,46
8.4 Goldtinzer stim. 2,74 1,76 22,79 31,79
8.5 Goldtiinzer unstim. 0 1 ,6 1 1 5,3 1 1 3,12
8.5 Goldténzer stim. | 61,02 3,76 106,20 39,18
8.6 Goldtéinzer unstim. 0 2,9 1 1 7’06 1 7’2 1
8.6 Goldtinzer stim. | 72 (5 1,25 51,24 34,85
9.2 Daylight unstim. | 25 93 2,04 25,09 57,50
9.2 Daylight stim. 285,43 1,47 116,42 47,65
9.3 Daylight unstim. | 26,92 8,74 68,43 48,95
9.3 Daylight stim. 349,33 4,42 178,29 139,10
9.4 Daylight unstim. | 8 97 12,09 6,72 99,67
9.4 Daylight stim. 42,70 14,17 80,12 65,26
9.5 Daylight unstim. | 45 11 15,04 209,46 49,05
9.5 Daylight stim. 702,75 54,73 1790,19 218,02
9.6 Daylight unstim. 73,22 14,87 179,40 64,37
9.6 Daylight stim. 681,64 4,77 288,06 201,08
10.2 Gustav unstim. | () 2,78 6,17 56,04
10.2 Gustav stim. 1070,17 3,12 135,27 100,31
10.3 Gustav unstim. | 528 9,22 18,05 65,48
10.3 Gustav stim. 1045,35 9,93 221,07 227,38
10.4 Gustav unstim. | () 48,65 0 90,77
10.4 Gustav stim. 0 24,56 7,13 111,82
10.5 Gustav unstim. | () 12,72 29,13 208,84
10.5 Gustav stim. 140,52 2,24 26,84 30,07
10.6 Gustav unstim. | 6,90 1,43 1,56 11,72
10.6 Gustav stim. 236,91 1,06 18,72 31,63
11.2 Jasmin unstim. | 30,62 6,61 8,46 41,79
11.2 Jasmin stim. 305,64 1,07 39,74 32,23
11.3 Jasmin unstim. | 44 41 26,01 72,58 134,02
11.3 Jasmin stim. | 200,95 0,72 23,70 46,53
11.4 Jasmin unstim. | () 1,26 0,27 12,80
11.4 Jasmin stim. 2,12 0,92 3,51 23,05
11.5 Jasmin unstim. | 40,22 5,84 10,71 23,35
11.5 Jasmin stim. 475,09 6,64 98,48 89,96
11.6 Jasmin unstim. | 11,35 2,78 4,42 12,10
11.6 Jasmin stim. 403,33 2,43 38,07 46,50
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Fortsetzung A 6:

Probe IFNy IL-2 IL-4 IL-10
12.2 Ibiza unstim. | 0,65 1,27 3,71 3,31
12.2 Ibiza stim. 174,36 1,41 33,33 39,15
12.3 Ibiza unstim. 4,60 1,80 12,58 25,53
12.3 Ibiza stim. 104,41 1,11 22,82 51,44
12.4 Ibiza unstim. 0 1,07 1,30 40,79
12.4 Tbiza stim. 0 7,30 24,61 48,36
12.5 Ibiza unstim. 5,47 2,44 13,74 9,04
12.5 Ibiza stim. 54,56 4,21 38,66 80,85
12.6 Ibiza unstim. 0 9,61 40,66 35,76
12.6 Ibiza stim. 750,33 16,31 223,31 208,35
13.1 Goldfee unstim. | 4 47 0,29 0,82 13,12
13.1 Goldfee stim. 103,22 0,07 12,68 15,93
13.2 Goldfee unstim. | 3 (] 0,17 1,79 3,19
13.2 Goldfee stim. 157,49 0,12 17,17 28.89
13.3 Goldfee unstim. | 6 82 0,36 4,40 11,21
13.3 Goldfee stim. 126,03 0,34 14,86 42,98
13.4 Goldfee unstim. | 612 0,57 5,63 9,19
13.4 Goldfee stim. 111,31 0,28 19,52 32,94
13.5 Goldfee unstim. | 2 88 1,34 4,98 14,19
13.5 Goldfee stim. 101,42 0,74 32,00 42,95
13.6 Goldfee unstim. | 7 5] 1,21 8,47 23,68
13.6 Goldfee stim. 70,24 0,27 17,40 43,82
14.2 Galatea unstim. 1,69 1,07 1,26 29,29
14.2 Galatea stim. 357,11 1,28 40,11 25,49
14.3 Galatea unstim. 6,13 1,72 3,03 72,86
14.3 Galatea stim. 213,01 1,78 27,26 34,47
14.4 Galatea unstim. | () 3,26 6,93 342,75
14.4 Galatea stim. 731,78 6,26 116,67 76,96
14.5 Galatea unstim. 0 4,58 5,56 76,80
14.5 Galatea stim. 114,01 8,98 72,01 45,77
14.6 Galatea unstim. 0 2,28 3,37 10,53
14.6 Galatea stim. 227,50 1,94 35,79 40,15
15.2 Genua unstim. | 4,08 7,73 5,05 40,31
15.2 Genua stim. 348,35 2,25 129,87 76,40
15.3 Genua unstim. | 5,65 6,72 11,45 32,86
15.3 Genua stim. 720,48 2,30 87,83 103,46
15.4 Genua unstim. | () 5,91 12,83 33,52
15.4 Genua stim. 277,31 6,99 268,31 133,29
15.5 Genua unstim. | 17,23 12,30 21,99 90,42
15.5 Genua stim. 142,33 32,66 306,36 151,45
15.6 Genua unstim. | 1541 40,49 14,06 30,63
15.6 Genua stim. 417,85 2,55 76,49 91,80
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Fortsetzung A 6:

Probe IFNy 1L-2 1L-4 IL-10
16.2 Jonas unstim. | 75,12 9,64 9,79 365,73
16.2 Jonas stim. 794,88 1,90 93,50 83,03
16.3 Jonas unstim. 31,23 2,45 5,21 140,16
16.3 Jonas stim. 995,56 2,15 70,92 84,46
16.4 Jonas unstim. | 61,25 10,60 21,01 183,46
16.4 Jonas stim. 1298,58 2,74 148,66 168,09
16.5 Jonas unstim. | 2827 16,32 30,43 346,02
16.5 Jonas stim. 1433,75 38,13 601,93 346,63
16.6 Jonas unstim. 68,23 7,83 19,61 87,36
16.6 Jonas stim. 1583,74 4,93 175,18 213,99
17.1 Kurinna unstim. | 13, 62 492 1,68 54,97
17.1 Kurinna stim. 1231,05 0,70 15,69 31,61
17.2 Kurinna unstim. | 4 69 1,92 1,70 39,87
17.2 Kurinna stim. 1264,60 0,68 19,34 52,86
17.3 Kurinna unstim. | 3() 24 2,9 3,46 60,25
17.3 Kurinna stim. 2177,18 0,80 15,22 55,78
17.4 Kurinna unstim. | 1 23 3,12 8,62 73,44
17.4 Kurinna stim. 2744,73 16,24 40,51 95,04
17.5 Kurinna unstim. | () 36 4,81 11,67 36,26
17.5 Kurinna stim. 2759,01 23,70 105,55 59,72
17.6 Kurinna unstim. | 2 75 3,07 7,75 40,10
17.6 Kurinna stim. 286,84 0,71 14,65 78,72
18.2 Goldlady II unstim. 0,62 14,10 7,27 42,89
18.2 Goldlady 1T stim. 1060,01 9,74 313,30 107,16
18.3 Goldlady ILunstim. | 77 7,86 67,66 171,35
18.3 Goldlady II stim. 2211,60 9,92 300,85 227,21
18.4 Goldlady ITunstim. | () 17’71 14, 10 142,41
184 Goldlady Il stim. | 494,69 13,92 467,55 205,28
185 Goldlady TTunstim. | | _4() 18,34 61,43 81,72
18.5 Goldlady IT stim. 127,58 20,18 253,47 92,19
18.6 Goldlady TTunstim. | 9 4 16,09 40,52 68,67
186 Goldlady ITstim. | 677,72 8,01 219,29 168,58
19.2 Siegfried unstim. | 14,57 82,59 0,55 3,61
19.2 Siegfried stim. 109,09 221,34 14,05 5,04
19.3 Siegfried unstim. | 9 71 37,55 0,33 4,52
19.3 Siegfried stim. 1056,65 104,29 14,42 7,13
19.4 Siegfried unstim. | 18 98 232,63 3,80 8,52
19.4 Siegfried stim 467,05 38,90 15,31 7,64
19.5 Siegfried unstim | 8 97 36,11 0,66 7,54
19.4 Siegfried stim 503,26 45,09 26,32 13,14
19.6 Siegfried unstim | 13 96 45,65 1,09 3,32
19.4 Siegfried stim 293,07 54,22 17,96 9,25
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Fortsetzung A 6:

Probe IFNy IL-2 IL-4 IL-10
20.2 Cappa unstim. 9,50 25,17 0,10 6,71
20.2 Cappa stim. 273,43 149,71 4,72 7,17
20.3 Cappa unstim. 21,59 24,03 0,11 4,86
20.3 Cappa stim. 1360,83 260,05 5,21 5,45
20.4 Cappa unstim. 319,31 12,80 0,54 2,74
20.4 Cappa stim. 1618.,99 18,89 3,09 7,28
20.5 Cappa unstim. 37,57 27,08 0,66 3,96
20.5 Cappa stim. 534,43 60,92 3,52 9,73
20.6 Cappa unstim. 523,32 22,42 0,67 2,92
20.6 Cappa stim. 1806,38 5,20 2,62 5,04
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	1. Einleitung
	1.1  Equine Herpesviren
	1.1.1  Erreger
	Beim Pferd haben die equinen Herpesviren Typ 1 und Typ 4 eine große Bedeutung, da sie klinisch relevante Erkrankungen verursachen. Sie sind in erster Linie verantwortlich für Stutenaborte sowie respiratorische und neurologische Erkrankungen (Allen und Bryans 1986). 
	EHV-1 und EHV-4 sind Vertreter der equinen Alphaherpesviren und werden der Familie der Herpesviridae zugeordnet. Ihre Morphologie gleicht dem der anderen Herpesviren und ist gekennzeichnet durch eine lineare doppelsträngige DNA von 124-235 Kilobasenpaaren im Innenkörper (Core), umgeben von einem ikosaedrischen Kapsid mit einem Durchmesser von 120 bis 300 nm. Die äußere Hülle enthält eingebaute Glykoproteine, die einerseits für die Virusreplikation wichtig sind und andererseits zur Ausbildung einer Immunität beitragen. Alle Herpesviren vermehren sich im Kern der infizierten Wirtszelle und führen bei der Produktion von infektiösem Virus zur Zerstörung der Wirtszelle. Die Eigenschaft die Wirtszelle latent zu infizieren, ist allen Herpesviren gemeinsam. Als Latenz wird der Zustand einer reversiblen, nichtproduktiven Infektion einer Zelle durch ein replikationskompetentes Virus bezeichnet (Garcia-Blanco und Cullen 1991). Die Latenz kann lebenslang im infizierten Wirt bestehen bleiben (Edington et al. 1985; Roizmann und Sears 1987; Welch et al. 1992). Während der Latenzphase ruht das virale Genom in Form eines Episoms und reguliert diesen Zustand vermutlich durch die Produktion von Latenz-assoziierten Transkripten (LAT). Endo- und exogene Stressoren, die eine Immunsuppression des Wirtes hervorrufen sowie eine experimentelle Verabreichung von Kortikosteroiden können eine Reaktivierung des Virus jederzeit ermöglichen und zu einer Virusausscheidung führen (Edington et al. 1985;       Gibson et al. 1992).
	Die Einteilung in zwei Virusarten EHV-1 und EHV-4 erfolgte nach Einführung molekularbiologischer Methoden in den 80er Jahren (Sabine et al. 1981; Studdert et al. 1981; Turtinen und Allen 1982) und wurde 1988 durch das „International Commitee for Taxonomy of Viruses“ anerkannt. In den 90er Jahren wurden die Gensequenzen für beide Virusarten durch Telford et al. (1992; 1998) veröffentlicht. Sequenzanalysen zeigten eine Homologie von EHV-1 und EHV-4  zwischen 65% und 85% in der Nukleotidsequenz von konservierten Genen (Riggio et al. 1989; Telford et al. 1992). Diese enge Verwandtschaft führt einerseits zu serologischen Kreuzreaktionen der hauptimmunogenen Komponenten und andererseits zu ähnlichen Krankheitskomplexen, wodurch die Zuordnung der einzelnen Viren zu den Symptomenkomplexen schwer möglich ist (Studdert 1983; Thein et al. 1987).
	1.1.2  Epidemiologie
	Die Infektionen mit dem EHV-1 und EHV-4 sind beim Pferd weltweit verbreitet und kommen vorwiegend in enzootischer Form vor. Die meisten Tiere infizieren sich schon während des ersten Lebensjahres. Es wird vermutet, dass bis zu 80% der Pferde weltweit latent mit EHV-1 oder EHV-4 infiziert sind (Borchers et al. 2006). Die wichtigste Art der Virusübertragung ist die intranasale Tröpfcheninfektion durch Aufnahme von virushaltigen Sekreten der Atemwege. Die Übertragung durch Aerosole hängt von der Infektiösität des Virus, den Klimabedingungen, der Viruskonzentration in der Luft (Weidehaltung, geschlossene Ställe) und dem Abstand zwischen den Tieren (van Maanen 2002) ab. Latent infizierte Pferde stellen das Virusreservoir dar. Als Latenzorgane konnten für das EHV-1 das Trigeminalganglion, periphere Lymphknoten und die Nasenschleimhaut nachgewiesen werden, während EHV-4 zusätzlich zum Ganglion wahrscheinlich auch in Bronchial- und Alveolarepithel latent ist (Welch et al. 1992; Slater et al. 1994; Baxi et al. 1995; Borchers et al. 1997; 1998; 1999).
	Zwischen November und Mai kommt es zu einem gehäuften Auftreten von EHV-1 bedingten Aborten und respiratorischen Erkrankungen bei Fohlen durch eine EHV-4 Infektion (Borchers et al. 2006). In dieser Zeit kann es durch Reaktivierung oder Neuinfektion mit EHV-1 oder EHV-4, meist im Zusammenhang mit Stresssituationen, auch zum Ausbruch neurologischer Erkrankungen kommen (Meyer et al. 1987; Thein und Brown 1988; Thein et al. 1993; Benetka et al. 2002). 
	1.1.3  Pathogenese
	Nach der Aufnahme des Virus kommt es bereits zu einer Vermehrung in den Zellen der Nasenschleimhaut. Anschließend breitet sich das Virus virämisch im Blut aus. Für die zellassoziierte Virämie benutzt EHV-1 Monozyten und Lymphozyten als Transportvehikel (Thein und Brown 1988; Smith et al. 1992; 1993) und gelangt auf diesem Wege in den Uterus sowie in das ZNS (Welch et al. 1992; Allen et al. 1999). Die Virämie endet meist nach ca. 10 Tagen. 
	Spätaborte bei der Stute können ursächlich nach Erstinfektion mit EHV-1 oder infolge Reaktivierung von latentem Virus auftreten (Allen et al. 1999). Für das Zustandekommen eines Abortes gibt es zwei Theorien. Einerseits kann es im trächtigen Uterus durch den Endotheltropismus von EHV-1 zur Anlagerung von Immunkomplexen und Phagozyten an infizierte Endothelzellen kommen und die Thrombosierung von Gefäßen im Endometrium zur Folge haben (Thein 2005). Damit verbunden tritt eine ischämische Degeneration des Uterusgewebes ein, gefolgt von einer Unterversorgung des fetalen Anteils der Plazenta (Abb. 1) und dem Abort einer nicht infizierten Frucht (Smith et al. 1992). Smith und Borchers (2001) konnten durch In-situ-Hybridisierung die EHV-1-DNA im Gefäßendothel des Endometriums und in den Uterindrüsen nachweisen. 
	Andererseits kommt es zu einem Abort, indem die Frucht mit dem EHV-1 infiziert wird. Hierfür stellten Smith et al. (1997) zwei Möglichkeiten der fetalen Infektion vor. Durch die  Schwächung des Immunsystems kann das Virus sich ungehindert im Organismus ausbreiten und im Falle einer Trächtigkeit die Plazentaschranke über die Nabelvene überwinden und die Frucht infizieren (Abb. 1). Des Weiteren besteht die Möglichkeit, dass virushaltige Amnionflüssigkeit durch die Frucht inhaliert und über die Lunge aufgenommen wird. Je nach Viruslast kommt es zum Absterben der Frucht, gefolgt vom Abort oder zur Geburt eines lebensschwachen Fohlens, das dann bereits Virusträger ist. 
	            
	                  
	Abbildung 1: Pathogenese Abort bei Erstinfektion
	Theorie 1: Infektion der Endothelzellen des Endometriums mit EHV-1 und Ablagerung von Immunkomplexen. Es bilden sich Thrombosen in den Gefäßen des Endometriums. Die Frucht stirbt durch die ischämische Degeneration des Uterusgewebes.
	Theorie 2: Durch ein geschwächtes Immunsystem gelangt EHV-1 über die Nabelvene in die Frucht. Die Frucht stirbt oder wird lebensschwach als Virusträger geboren.
	Bei der neurologischen Verlaufsform (Parese-Paralyse-Syndrom) handelt es sich um ein Problem des Rückenmarkes, resultierend aus einer Vaskulitis im Neuroparenchym. 
	Borchers et al. (2006) stellten folgende Hypothese für die Pathogenese der EHV assoziierten neurologischen Erkrankung auf: Der Nachweis von EHV-1 Antigen im Gefäßendothel von Arterien und Venen des ZNS steht im Zusammenhang mit einer immunvermittelten Vaskulitis und sekundären ischämischen Degeneration des Neuroparenchyms (Abb. 2). Beim Stutenabort zeigten sich ähnliche Veränderungen der Gefäße im Uterus (Edington et al. 1991; Thein 1996; Allen et al. 1999; Smith et al. 1992, 1993, 1996, 2003; Smith und Borchers 2001). Es wird vermutet, dass Infektion, Reinfektion oder Reaktivierung mit EHV-1 und/oder EHV-4 die Bildung von zirkulierenden Immunkomplexen induzieren. Die Detektion solcher Immunkomplexe korreliert jedoch nicht mit der Höhe der Antikörpertiter oder dem Auftreten neurologischer Erkrankungen, sondern mit zunehmendem Alter der Tiere und der Anzahl der Impfungen (Borchers et al. 2006). Horohov et al. (2002) konnten zeigen, dass ältere Pferde (> 20 Jahre) im Vergleich zu jüngeren eine geringere mitogene Stimulierbarkeit der PBMCs in vitro aufwiesen, die mit einer verminderten Produktion von Interleukin-2 und höherem Plasmakortisol-Spiegel einherging. Sie stellten die Hypothese auf, dass die verminderte Funktion des Immunsystems bei älteren Tieren wahrscheinlich unter dem Einfluss eines höheren Plasmakortisol-Spiegels steht. Kortikosteroide unterdrücken die Produktion von Interleukin-2 und anderen Zytokinen (Baus et al. 1996).     
	Eine andere Hypothese beschreibt eine direkte Schädigung der infizierten Endothelzellen durch zytotoxische Lymphozyten (Hannant 1993, Allen et al. 1999). 
	Neuere Untersuchungen geben Anlass zu der Annahme, dass einige EHV-1 Stämme eine Neuropathogenitiät besitzen, die auf einer Punktmutation in dem viralen DNA-Polymerasegen beruht (Allen et al. 2006, Nugent et al. 2006). Eine Infektion mit diesem mutierten EHV-1 Stamm steht vermutlich in Verbindung mit einer verstärkten Replikation des Virus. Allen et al. (2006) konnten in einem kontrollierten EHV-1 Infektionsversuch beim Pferd feststellen, dass eine Infektion mit neurotropen Viren im Vergleich zu abortogenen Stämmen ohne die genannte Mutation zu einem höheren Anstieg einer PBMC-assoziierten Virämie führte, die bis zu 20 Tagen mittels „Real-Time“ PCR nachweisbar war. Aus der längeren Virämiephase und der erhöhten Replikationsrate resultiert eine höhere Viruslast (Nugent et al. 2001; Allen 2006; Allen und Breathnach 2006). Zur Ausprägung von neurologischen Symptomen kam es nur in der Probandengruppe, die mit dem neurotropen Virus infiziert wurde. Dieses Studienergebnis lässt vermuten, dass es einen Zusammenhang zwischen der Ausprägung der Virämie und der Entstehung von EHV-1 bedingten neurologischen Symptomen gibt (Allen et al. 2006).
	        
	      
	Abbildung 2: Pathogenese Parese-Paralyse-Syndrom
	Hypothese: Endotheltropismus von EHV-1 im ZNS führt zur immunvermittelten Vaskulitis und sekundären ischämischen Degeneration des Neuroparenchyms. Die klinischen Symptome sind abhängig vom Ausmaß der Vaskulitis im Rückenmark.
	1.1.4  Klinische Erscheinungsbilder
	Akute respiratorische Erkrankungen werden vorwiegend durch EHV-4 verursacht     (Crabb und Studdert 1995) und entstehen vor allem bei Saugfohlen, Absetzern und Jährlingen nach Erstinfektion. Die Inkubationszeit beträgt meist nur 2 bis 3 Tage. In der Regel betrifft die Infektion nur den oberen Respirationstrakt. Die Symptome, wie Fieber, geschwollene Lymphknoten, Inappetenz, Mattigkeit und ein seröser, später mukopurulenter Nasenausfluss (Studdert 1974) klingen innerhalb von 1 bis 2 Wochen wieder ab. 
	EHV-1 spielt weltweit eine entscheidende Rolle bei der Ursache von Aborten. Der Virusabort durch EHV-1 macht einen Anteil von 10 % aller Abortursachen in der deutschen Vollblutpopulation aus (Petzoldt et al. 1987) und ist zu 40 % Ursache aller infektiösen Aborte (van Maanen 2002). EHV-4 bedingte Aborte sind eher selten und treten sporadisch auf (Allen et al. 1983; Whitwell und Blunden 1992). 
	Die Inkubationszeit nach Erstinfektion variiert zwischen 9 Tagen und 3 Monaten      (Mumford et al. 1987). Durch natürliche Infektion ereignet sich der Abbruch der Trächtigkeit im letzten Drittel, zwischen dem 7. und 11. Monat (Doll und Bryans 1963). Die Infektion einer tragenden Stute verläuft meist ohne klinische Symptome, in seltenen Fällen treten Gliedmaßenödeme und Anorexie auf. Die Frucht wird komplikationslos und spontan abortiert. Frucht, Fruchtwasser und Fruchthüllen enthalten den Erreger in hohen Konzentrationen  (Carrigan et al. 1991) und begünstigen eine seuchenhafte Ausbreitung, besonders in einem ungeimpften Bestand (Chowdhury et al. 1986). Bei einer sehr späten Infektion in der Trächtigkeit können lebensschwache Fohlen zur Welt gebracht werden, die aber meist innerhalb weniger Tage versterben (Murray et al. 1998; Perkins et al. 1999). 
	Die klinischen Symptome einer neurologischen Erkrankung werden nicht direkt durch die Virusinfektion von Neuronen verursacht, sondern durch eine Vaskulitis im Neuroparenchym  (Jackson et al. 1977; Allen und Bryans 1986; Edington et al. 1986; Thein 1996).
	Betroffen sind Pferde jeden Alters, insbesondere jedoch adulte, tragende Stuten und Stuten mit neugeborenen Fohlen (Guo et al. 1990; McCartan et al. 1995; Goehring und Oldruitenborgh-Oosterbaan 2001). Die Inkubationszeit bei natürlich und experimentell infizierten Tieren liegt bei 6-8 Tagen (Crabb und Studdert 1995). Die klinischen Symptome können sich von einer milden Ataxie bis hin zum Festliegen mit Paralyse in den Vorder- und Hintergliedmaßen äußern. Zusätzlich kann eine Schweif-, Anus- und Blasenlähmung mit Inkontinenz auftreten (Chowdhury et al. 1986; Ludwig et al. 1987; 1988). Die Schwere der Erkrankung hängt ab vom Ausmaß der neurodegenerativen Schädigung. Möglich sind milde Verlaufsformen bis hin zu perakuten Todesfällen (Thein et al. 1993). Festliegende Tiere müssen meist aufgrund von Sekundärkomplikationen euthanasiert werden (Goehring und Oldruitenborgh-Oosterbaan 2001). In den letzten Jahren wurde zunehmend über Ausbrüche der neurologischen Erkrankung natürlich infizierter Pferde berichtet (Friday et al. 2000; Goehring et al. 2006; Cardwell et al. 2003; van Maanen et al. 2001; Stierstorfer et al. 2002), die vermutlich auf lückenhaft gewordene Impf- und Managementmaßnahmen zurück zuführen sind (Rosas et al. 2006). 
	1.1.5  Prophylaxe
	Im Rahmen der Prophylaxe wird den Impfungen gegen EHV-1 und EHV-4 sowie Managementmaßnahmen innerhalb eines (Zucht-) Bestandes eine besondere Rolle zugesprochen. Als Impfstoffe stehen heute in Deutschland monovalente und polyvalente Impfstoffe mit dem EHV-1 und EHV-4 Antigen zur Verfügung. Dabei wird zwischen attenuiertem Lebendimpfstoff gegen EHV-1 (Prevaccinol®) und inaktiviertem Totimpfstoff gegen EHV-1 und EHV-4 (Duvaxyn®) bzw.  kombiniertem Totimpfstoff gegen EHV-1/-4 und Influenza (Resequin® NN plus) unterschieden. 
	Die Protektivität von Antikörpern ist bis heute nicht geklärt. Die nach einer natürlichen Infektion gebildeten Antikörper bieten keine dauerhaft schützende Immunität (Doll et al. 1955; 1961; Doll und Bryans 1963). Die Höhe des Antikörpertiters korreliert nicht mit Schutz vor einer Infektion (Hannant et al. 1993; Dolby et al. 1995). Der Impfstoff vermindert jedoch die Ausprägung der klinischen Symptomatik und verringert die Virusausscheidung (Steinhagen 1986; Burki et al. 1990; Wood 1992; Hannant et al. 1993; van Maanen 2002). Heldens et al. (2001) zeigten in einem Infektionsversuch mit Fohlen und tragenden Stuten, dass die Virusausscheidung und die klinische Symptomatik sowie das Auftreten von Aborten durch die Vakzinierung mit Duvaxyn® EHV1,4 nach experimenteller Infektion mit EHV-1 und EHV-4 reduziert wurden. Obwohl die vakzinierten Stuten auch nach der dritten Impfung keine Serokonversion zeigten, fohlten 4 von 5 Stuten erfolgreich. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die zelluläre Immunität eine entscheidende Rolle beim Schutz vor der diaplazentaren Infektion hat (Heldens et al. 2001).   
	Die serologischen Untersuchungsmethoden erfassen die zelluläre Immunantwort nicht, diese spielt aber vermutlich bei equinen Herpesvirusinfektionen eine große Rolle (Allen et al. 1992; Ostlund et al. 1992). Demzufolge sollte bei der Betrachtung des Impferfolges auch die Untersuchung der zellulären Immunantwort berücksichtigt werden.
	Aus Infektionsversuchen mit EHV-1 ist bekannt, dass die zytotoxischen T-Zellen und die Anzahl der inaktiven T-Zellen eine entscheidende Bedeutung für eine verminderte Ausprägung der Virämie und klinischen Symptomatik, wie z.B. Fieber, Nasenausfluss und Aborte haben (O´Neill et al. 1999; Kydd et al. 2003). 
	In einem anderen EHV-1 Infektionsversuch korrelierte eine hohe Anzahl an EHV-1 spezifischen zytotoxischen T-Zellen mit dem Schutz vor Aborten (Kydd et al. 2003).  Hierfür wurden bei tragenden Stuten EHV-1 spezifische zytotoxische T-Zellen über den Chromfreisetzungstest vor und nach experimenteller Infektion detektiert. Stuten mit einer hohen Anzahl an EHV-1 spezifischen zytotoxischen T-Zellen fohlten erfolgreicher. Die lytische Eigenschaft der zytotoxischen T-Zellen führt vermutlich zu einer Reduktion der zell-assoziierten Virämie, vermindert dadurch die Besiedelung im Uterus und damit das Auftreten von Aborten (Kydd et al. 2003). In einer Gruppe mit 5 Stuten, die zuvor mit einer inaktivierten EHV-Vakzine geimpft wurden, fohlten 4 Stuten nach der Infektion mit EHV-1 erfolgreich, während alle ungeimpften Kontroll-Stuten abortierten. Bisher gibt es keine genauen Aussagen, dass inaktivierte Vakzinen die zytotoxische T-Zellantwort stimulieren, jedoch können sie das Abortrisiko nach Infektion mit dem equinen Herpesvirus vermindern (Kydd et al. 2003). 
	Einen Ansatz zur Stimulierung der zellvermittelten Immunantwort durch Vakzination bietet die Studie von Paillot et al. (2006). Hier wurde in einem EHV-1 Infektionsversuch die zytotoxische T-Zellantwort und IFN-γ Produktion vor und nach Vakzination mittels Chromfreisetzungstest und indirektem Immunfluoreszenztest gemessen. Als rekombinante Vakzine wurde ein Genprodukt, basierend auf Vaccinia-Virus (NYVAC), verwendet, welches das EHV-1 Gen 64 exprimiert. Dieses „immediate early gen“ wird als erstes bei dem viralen Replikationszyklus exprimiert (Gray et al. 1987) und kann die zellvermittelte Immunität stimulieren. Eine viermalige Vakzination im Abstand von 3 Wochen führte zu einer erhöhten zellvermittelten Immunität, die jedoch alleine gesehen nicht vor den Folgen einer experimentellen Infektion schützte. Die Bildung von virusneutralisierenden Antikörpern wurde durch diese Art der Vakzinierung nicht induziert (Paillot et al. 2006).
	Die Anwendung eines unspezifischen Immunmodulators (Zylexis®) hat sich im Zusammenhang mit der Prophylaxe und Behandlung von Infektionen und stressinduzierten Erkrankungen, insbesondere mit „Crowding-assozierten“ Krankheiten, bereits bei einigen Tierarten bewährt (Ziebell et al. 1997). Beim Pferd konnte bei Infektion mit dem equinen Herpesvirus eine Reduktion der klinischen Symptomatik erzielt werden (Donecker und Holland 2005). Die Anwendung von Zylexis® (Pfizer GmbH) bei neugeborenen Fohlen (24 bis 48 Stunden nach der Geburt) verringert die Inzidenz von neonatalen Infektionskrankheiten (Böttcher 1994). 
	1.1.6  Diagnostik einer EHV-1 / -4 Infektion 
	Eine Infektion mit dem equinen Herpesvirus kann einerseits durch einen direkten Virusnachweis aus Gewebe, Sekreten und „Buffy Coat´s“ (Leukozyten und Thrombozyten) erfolgen und andererseits indirekt über den Nachweis von virusneutralisierenden Antikörpern im Blut. 
	Durch Verwendung spezifischer ELISA-Tests können typ-spezifische Antikörper gegen die Glykoproteine (gD und gG), die in der Virushülle lokalisiert sind, detektiert und quantifiziert werden (Foote et al. 2002). Crabb und Studdert (1995) entwickelten einen gG typ-spezifischen ELISA-Test, der zwischen Antikörpern gegen EHV-1 und EHV-4 differenzieren konnte. Für die paretisch-paralytische Verlaufsform ist ein hoher Antikörperanstieg innerhalb einer sehr kurzen Zeit (ca. 3 bis 7 Tage) typisch (van Maanen et al. 2001;                     Studdert et al. 2003). 
	Der direkte Nachweis von Virusantigen kann durch Virusisolierung und Virusanzucht in Zellkulturen erfolgen. Wesentlich schneller und sensitiver ist der Nachweis von EHV-1/-4 DNA durch die Polymerasekettenreaktion (PCR). Virus-DNA von EHV-1/-4 kann mittels PCR in Gewebeproben, in den „Buffy Coat´s“ während der zellassoziierten Virämie, in Nasen- und Augentupferproben sowie Bronchialsekretproben nachgewiesen werden     (Wilson 1997; Donaldson und Sweeney 1997; Borchers et al. 1999). Eine der modernsten Methoden ist der Nachweis von Virus-DNA mittels „Real-Time“ PCR. Elia et al. (2006) entwickelten eine „Real-Time“ PCR zur Detektion und Quantifizierung von EHV-1 in equinen Gewebeproben von abortierten Feten. Die Sensitivität dieser Methode war deutlich höher, als bei einer etablierten nested PCR. 
	Die „Real-Time“ PCR ist technisch anspruchsvoll und sehr kostenaufwendig in der  Durchführung. Daher wird sie in der Regel nur von spezialisierten Laboren angewandt. 
	1.2  Immunologie
	1.2.1  Grundlagen der Immunantwort
	Die Abwehrmechanismen des Organismus gegen Krankheitserreger können in eine unspezifische (angeborene) und spezifische (erworbene) Immunreaktion eingeteilt werden, wobei beide Formen untrennbar miteinander verbunden sind und auf der Reaktion von weißen Blutzellen basieren. Die Immunantwort wird in eine zelluläre und humorale Abwehr eingeteilt. Für eine funktionierende Immunabwehr ist eine bestimmte Menge an Granulozyten und Monozyten (unspezifische Abwehr) sowie T- und B-Lymphozyten (spezifische Abwehr) notwendig. Lymphozyten werden anhand ihrer Oberflächeneigenschaften (CD = „Cluster of Differentiation“) in verschiedene Subpopulationen eingeteilt. Die Bekämpfung von intrazellulären Erregern erfolgt vorrangig durch T-Lymphozyten. Antigenpräsentierende Zellen (z.B. Dendritische Zellen, Makrophagen) interagieren mit den T-Lymphozyten über Haupthistokompatibilitäts-Moleküle (MHC) der Klasse I oder II. Die T-Helferzellen (Th) besitzen auf ihrer Oberfläche CD4-Moleküle (Costimulatoren), die sich spezifisch an die MHC Klasse II Moleküle binden. Die zytotoxischen T-Zellen (Tc) binden spezifisch an MHC Klasse I Moleküle durch CD8-Oberflächenmoleküle. T-Helferzellen (Th) sind in den lymphatischen Organen beteiligt an der Verstärkung der antiviralen Aktivität und Antikörperantwort durch Proliferation und Differenzierung der CD8+-Zellen zu den zytotoxischen T-Zellen (Tc) sowie der B-Zellen zu Plasmazellen. Th1-Zellen sind beteiligt an der Makrophagenaktivierung und Hypersensitivitätsreaktion. Th2-Zellen stimulieren die B Zellproliferation und Immunglobulin (IgG) Sekretion. Zytotoxische T-Zellen (Tc) führen zur Zerstörung von virusinfizierten oder entarteten Zellen durch Perforine und Gramzym oder durch Einleitung der Apoptose. Das Beendigen der Aktivität anderer Immunzellen erfolgt durch die T-Suppressorzellen (Ts). Ts-Zellen besitzen auf ihrer Membran das CD8-Molekül.
	Die Produktion spezifischer Antikörper (Immunglobuline) erfolgt durch die Differenzierung der aktivierten B Zellen zu Plasmazellen. Antikörper können virusneutralisierend wirken, aktivieren das Komplementsystem oder bewirken mit Hilfe der Natürlichen Killerzellen (NK) eine antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität. Es werden 5 verschiedene Klassen (Isotypen) von Immunglobulinen unterschieden. Die Isotypen kommen in verschiedenen Kompartimenten des Körpers vor und haben unterschiedliche Aufgaben. Folgende 3 Antikörperklassen werden von den B-Zell-Rezeptoren in die umgebende Körperflüssigkeit sezerniert: Immunglobulin M (IgM) in der frühen Phase einer Infektion, Immunglobulin G (IgG) als Hauptimmunglobulin, das sich an Antigen und Toxine im Blut und extravaskulär bindet und Immunglobulin A (IgA) in seromukösen Exkreten als Oberflächenschutz. Immunglobulin D (IgD) befindet sich membranständig als B-Zell-Rezeptor auf reifen, naiven B-Zellen und liegt nur in geringen Mengen in sezernierter Form in Blut und Lymphen vor. Immunglobulin E (IgE) ist ebenfalls nur in geringen Konzentrationen im Blut und membranständig auf Mastzellen und basophilen Granulozyten vorhanden. IgE ist bei der Abwehr von Parasiten beteiligt und verantwortlich für TypI Hypersensitivitätsreaktionen (Tizard 2004).  
	Die Interaktion und Regulation der Immunantwort erfolgt durch die Sekretion zellspezifischer Botenstoffe, den so genannten Zytokinen.
	1.2.2  Zytokine
	Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Messung von Zytokinexpressionen als Parameter der zellulären und humoralen Immunantwort. Die hier ausgewählten Zytokine, Interferon-γ, Interleukin-2, -4 und -10 beeinflussen einerseits die zytotoxische T-Zellantwort und andererseits die Bildung von  Antikörpern. 
	Zytokine sind Proteine, die von verschiedenen aktivierten Zellen des Immunsystems produziert werden. Jedes Zytokin verfügt über ein Spektrum von Funktionen und reguliert viele biologische Prozesse, wie Zellwachstum, Zellaktivierung, Typ der Immunantwort und Gewebereparatur (Roitt et al. 2001). 
	Die Kommunikation der Zellen untereinander zur Regulation der Immunantwort ist in der Abbildung 3 schematisch mit der Auswahl einiger weniger Zytokine wiedergegeben. 
	                    
	Abbildung 3: Schema der Zellregulation durch ausgewählte Zytokine
	Zu den Zytokinen, die von den Th1-Zellen gebildet werden, zählen u.a. das Interleukin-2 und das Interferon-γ.
	Interleukin-2 spielt eine wichtige regulatorische Rolle bei der Immunantwort und ist vor allem an der zellvermittelten Immunreaktion beteiligt (Smith 1984). Die Funktion besteht hauptsächlich in der Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen durch die Sekretion von Th1 Zellen und NK. 
	Interferone (IFN) sind antivirale Zytokine, die als Antwort auf eine Virusinfektion oder Immunstimulation gebildet werden (Tizard 2004). Sie werden von virusinfizierten Zellen, NK und T-Lymphozyten gebildet. Man unterscheidet zwei Gruppen der Interferone. Zu den      Typ I-Interferonen gehören Interferon-α und Interferon-β. Diese Typ I-Interferone unterbrechen die Virusreplikation durch Induktion zellulärer Enzyme (Slater und Hannant 2000). Bei Interferon-γ handelt es sich um ein Typ II-Interferon. Die IFN-γ Produktion erfolgt durch aktivierte T-Lymphozyten (Th1) und NK (Degliantoni et al. 1985; Farrar und Schreiber 1993). IFN-γ induziert die Expression von MHC I und MHC II Molekülen auf der Zelloberfläche, fördert die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen (Chen et al. 1987) und stimuliert die Synthese von Interleukin-1 und -2 (Pesteka et al. 1987; Nash 1996). Die Wirkung von IFN-γ besteht im Wesentlichen in der Modulation der Immunantwort durch Hemmung der Proliferation von Th2-Zellen und der Unterdrückung der Zytokinproduktion von Th2-Zellen (z.B. IL-10). Diese immunregulatorische Eigenschaft bewirkt eine Verstärkung der zellvermittelten Immunantwort. Die Produktion von IFN- γ durch Th1-Zellen und NK wird umgekehrt durch eine hohe Interleukin-10 Konzentration verhindert und somit die humorale Immunantwort verstärkt (Farrar und Schreiber 1993).
	Zu den Zytokinen, die von den Th2-Zellen gebildet werden, zählen unter anderem das Interleukin-4 und das Interleukin-10.
	Das Interleukin-4 wird von aktivierten Th2-Zellen und Mastzellen gebildet (Mosmann et al. 1986; Brown et al. 1987) und induziert die humorale Immunantwort. Es führt zur Aktivierung der B-Zellen und beeinflusst das Wachstum von T-Zellen, Makrophagen und Mastzellen (Hu Li et al. 1987; Brown et al. 1988; McInnes und Rennick 1988). Vorläuferzellen der zytotoxischen T-Zellen werden durch IL-4 zur Proliferation angeregt und in aktive Tc-Zellen differenziert (Widmer und Grabstein 1987). Das Wachstum der Makrophagen wird durch IL 4 gehemmt, jedoch die Expression von MHC II Molekülen auf der Makrophagenoberfläche induziert (Crawford et al. 1987; McInnes und Rennick 1988; Stuart et al. 1988). Die Wirkung von Interleukin-4 wird durch Interferon-γ neutralisiert. 
	Interleukin-10 wird als inhibitorisches Zytokin bezeichnet (Chung and Barnes 1999) und hauptsächlich von Th2-Zellen sowie von aktivierten Makrophagen produziert. Es wirkt immunsuppressiv durch Hemmung der Monozyten- und Makrophagenfunktion, indem es die Synthese von proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-1 und IL-6 vermindert. 
	Durch Reduzierung der MHC II Moleküle auf der Oberfläche von antigenpräsentierenden Zellen wird die T-Zellproliferation unterdrückt. IL-10 kann die Th1-Immunantwort vermindern und damit die Synthese von Zytokinen aus Th1-Zellen (Haig und Fleming 1999). 
	1.2.3  Immunantwort / -pathogenese bei Virusinfektion mit dem EHV -1 / -4
	Für die Immunabwehr spielen das respiratorische Epithel der Nase, das respirationstrakt-assoziierte lymphatische Gewebe und das Endothel des Endometriums eine wichtige Rolle (Allen et al. 1999). Eine lokale Abwehr erfolgt meist schon an der Eintrittspforte in der Nasenschleimhaut durch Immunglobulin A (IgA) und Immunglobulin G (IgG)                 (Allen et al. 1999). Hierbei werden die Immunglobuline aus dem Serum unter Energieverbrauch durch die Epithelzellen hindurch befördert und auf der luminalen Seite sezerniert (Tizard 2004). 
	Bisher ist noch relativ wenig bekannt über die Bedeutung der zellulären Immunmechanismen, insbesondere bei Ausbruch der EHV-1 bedingten neurologischen Erkrankung. Die zytotoxischen T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Eliminierung von virusinfizierten Zellen und bei der Terminierung der Virämie (Allen et al. 1999; Slater und Hannant 2000;          Kydd et al. 2006). Aus Pferdeblut isolierte zytotoxische T-Zellen, nach experimenteller Infektion der Pferde, töten EHV-1 infizierte Zellen in Zellkulturen (in vitro) bereits nach 2 Stunden ab und erreichen ihre maximale Sensitivität nach 6 Stunden (Allen et al. 1999). Für die Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen ist die Antigenpräsentation über MHC I Moleküle an der Zelloberfläche ausschlaggebend (Allen et al. 1995; Soboll et al. 2003; Kydd et al. 2006). Die meisten virusspezifischen zytotoxischen T-Zellen sind klassische CD8+ MHC I restringierte T Zellen (Allen et al. 1999). Eine Infektion mit EHV-1 führt zur Bildung von nicht zytotoxischen Gedächtniszellen, die über mehrere Monate im Blut nachweisbar sind und wieder zu zytotoxischen Effektorzellen reaktiviert werden können (Allen et al. 1999). 
	Jüngere Ponys mit geringem oder keinem Kontakt zu EHV-1 zeigten in einer Studie eine niedrige Anzahl an EHV-1 spezifischen zytotoxischen T-Zellen (O´Neill et al. 1999). Nach experimenteller Infektion entwickelten sie klinische Symptome sowie nasale Virusausscheidung und eine zellassoziierte Virämie. Im Gegensatz dazu zeigten Ponys, die zuvor durch mehrere Infektionsversuche bereits Kontakt zu EHV-1 hatten, eine höhere Anzahl an EHV-1 spezifischen zytotoxischen T-Zellen vor experimenteller Infektion und entwickelten danach keine klinischen Symptome, Virusausscheidung und Virämie. Diese Studie zeigt, dass es eine Verbindung gibt zwischen der Anzahl an EHV-1 spezifischen zytotoxischen T-Zellen im Blut vor Infektion und dem Auftreten von klinischen Anzeichen (O´Neill et al. 1999). Durch Infektionsversuche mit EHV-1 und EHV-4 bei Mäusen konnte gezeigt werden, dass der zellvermittelten Immunität eine größere Protektivität zugesprochen wird als den Antikörpern (Azmi und Field 1993).  Hierfür wurden Mäuse intranasal mit EHV 1 und EHV-4 (lebend und hitzeinaktiviert) infiziert und nach 4 Wochen mit EHV-1 reinfiziert. Die Detektion der CD4+- und CD8+-Zellen erfolgte über monoklonale Antikörper. EHV-4 erwies sich als apathogen in Labormäusen, führte aber zu einer Kreuzreaktivität mit EHV-1. Darüber hinaus erhielten Empfängermäuse aus der Milz präparierte Immunzellen, insbesondere T-Zellen, wobei die Anzahl an transferierten Immunzellen mit der Protektivität gegenüber experimenteller Infektion mit EHV-1 korrelierte (Azmi und Field 1993). 
	1.2.4  Immunantwort auf Impfungen
	Impfstoffe sind Arzneimittel, die Antigene (vermehrungsfähige, avirulente bzw. schwach virulente Erreger, inaktivierte Erreger, immunisierende Antigene oder Toxoide) enthalten und dazu bestimmt sind, beim Tier zur Erzeugung spezifischer Abwehr- und Schutzstoffe angewendet zu werden (Mayr 2003). Man unterscheidet eine aktive und passive Immunisierung. Bei der aktiven Immunisierung werden derzeit 8 Gruppen von Impfstoffen unterschieden: Lebendimpfstoffe, Totimpfstoffe, Toxoidimpfstoffe, Anti-Idiotyp-Antikörper-Impfstoffe, Vektorimpfstoffe, DNA-Vakzinen, synthetische Impfstoffe und Marker-Impfstoffe (Mayr 2003). Im Folgenden soll die Wirkungsweise von Lebendimpfstoffen und Totimpfstoffen erläutert werden. 
	Lebendimpfstoffe enthalten als immunisierendes Agens vermehrungsfähige avirulente oder schwach virulente, homologe oder heterologe Impfkeime. Der applizierte Impfkeim vermehrt sich im Impfling und löst die für ihn spezifischen Immunisierungsprozesse aus, ruft aber keine typischen Krankheitserscheinungen vor. Die aktive Immunisierung wirkt über die Stimulierung des spezifischen Teils des Immunsystems und führt zur Bildung spezifischer Serum-Antikörper (humorale Impfantwort), Immunzellbildung (zelluläre Impfantwort) und bei lokaler Applikation zur Sekretion von IgA und IgM (Mayr 2003). Jessett et al. (1999) untersuchten den Schutz vor Challenge-Infektion mit EHV-1 (Ab4-Stamm) nach intramuskulärer Impfung mit einer attenuierten Lebendvakzine gegen EHV-1. Die Impfung bewirkte in diesem Fall die Bildung von virusneutralisierenden Antikörpern und reduzierte die klinische Symptomatik nach der Challenge-Infektion. Die durch die Lebendvakzine stimulierten zytotoxische T-Zellen führten zur Reduktion der zellassoziierten Virämie. Weitere Untersuchungen beim Pferd zum Einsatz von Lebendvakzinen zeigten, dass auch nach intranasaler Verabreichung einer Lebendvakzine gegen EHV-1 (C147-Stamm) eine Serokonversion gegen EHV-1 und -4 stattfand (Patel et al. 2003). 6 Wochen nach der Impfung wurden die Tiere experimentell mit EHV-1/-4 infiziert. Die geimpften Tiere zeigten keine klinischen Symptome oder Antikörperreaktion, die ungeimpften Kontrolltiere hingegen aber Fieber, Nasenausfluss, Virämie und eine Serokonversion (Patel et al. 2003). Nachteil der Lebendimpfstoffe ist das Risiko der Reversion zur Virulenz. Neuere Untersuchungen zeigten, dass durch Identifikation der Virulenzgene bei EHV-1 Deletionsmutanten hergestellt werden konnten (Osterrieder et al. 2001) und die so entwickelten modifizierten Lebendvakzinen einen deutlich sicheren Umgang bei der intramuskulären und intranasalen Anwendung bieten. Goodman et al. (2006) untersuchten die Wirksamkeit einer inaktivierten Kombinations- und modifizierten Lebendvakzine gegen EHV-1 beim Pferd. Hierfür wurden jeweils 5 Pferde mit der inaktivierten Vakzine und der modifizierten Lebendvakzine zweimal im Abstand von 30 Tagen geimpft. Weitere 5 Pferde dienten als Kontrolle. Nach experimenteller Infektion mit dem neuropathogenen EHV-1 (OH03) Stamm zeigten 3 Kontrollpferde und 3 mit inaktiviertem Impfstoff geimpfte Tiere neurologische Symptome. Die modifizierte Lebendvakzine induzierte signifikant niedrigere virusneutralisierende Antikörpertiter verglichen zu der inaktivierten Vakzine. Anhand der Ergebnisse von klinischen Parametern, Virusisolation und der Immunantwort in dieser Studie zeigte sich schließlich ein besserer Schutz durch die modifizierte Lebendvakzine als durch die inaktivierte Kombinationsvakzine (Goodman et al. 2006). 
	Die am meisten verwendete Gruppe bei den Impfstoffen aus nicht vermehrungsfähigen Antigenen sind die Impfstoffe aus inaktivierten Erregern (Totimpfstoffe). Hier liegen die für die Immunisierung verantwortlichen Mikroorganismen als Ganzes in inaktivierter Form, d. h. nicht vermehrungsfähig, vor. Sie regen dadurch die Immunantwort schlechter an. Die immunisierende Eigenschaft der inaktivierten Keime wird durch Zusatzstoffe, wie Adjuvantien bzw. Adsorbentien, gefördert. Man unterscheidet 3 große Gruppen von Adjuvantien: Depot-Adjuvantien verhindern einen schnellen Abbau des Antigens und fördern eine länger anhaltende Immunantwort (z.B. Aluminiumhydroxid). Adjuvantien aus Partikeln (z.B. Liposomen, ISCOMS) begünstigen die Antigenpräsentation über Antigenpräsentierende Zellen und führen zu einer Produktion von Zytokinen. Immunstimulierende Adjuvantien (z.B. BCG, Saponin) führen zur Aktivierung von Dendritischen Zellen, Makrophagen und stimulieren die Sekretion von Zytokinen (Tizard 2004). 
	Heldens et al. (2001) zeigten mit dem inaktivierten Impfstoff Duvaxyn® EHV1,4 (Fort Dodge) nach Challenge-Infektion mit EHV-1 (Ab4-Stamm) einen Schutz vor Abort bei Pferden. Die zweimalige Impfung induzierte die humorale Immunantwort. Nach experimenteller Infektion abortierten alle 4 Kontrollpferde und 1 Pferd von 5 vakzinierten. Diese Studie zeigte, dass auch inaktivierte Vakzinen einen schützenden Effekt vor dem EHV-1 Abort haben. Darüber hinaus wird die Übertragung des Virus im Bestand durch Reduktion der Virusausscheidung infolge der Impfung verhindert (Heldens et a. 2001).
	Die Abbildung 4 gibt schematisch die Angriffsorte verschiedener ausgewählter Impfstoffgruppen wieder.
	                           
	Abbildung 4: Angriffspunkte der Impfung
	Die Antikörper erscheinen im Serum erst einige Tage nach der Impfung und erreichen ihren Höhepunkt 3 bis 5 Wochen post vakzinationem (Mayr 2003). Nach einer wiederholten Schutzimpfung mit dem gleichen Antigen kommt es zu einem immunologischen Booster-Effekt. Der Booster-Effekt führt zu einer qualitativen und quantitativen Verstärkung der immunologischen Prozesse und beruht auf der Bildung von so genannten Memory-Zellen. Sowohl B- als auch T-Lymphozyten können zu Memory-Zellen transformieren. Die Intensität der sekundären Immunantwort hängt u. a. vom zeitlichen Abstand zwischen dem primären und sekundären Stimulus ab (Mayr 2003). 
	Bisher wurde eine große Varietät an Impfstoffen bei Pferden in verschiedenen Versuchen getestet. Inaktivierte Vakzinen induzieren gute komplementgebundene und virusneutralisierende Antikörpertiter und führen ebenfalls zu einer verminderten Virusausscheidung und Virämie (Heldens et al. 2001). Die Ausbildung einer mukosalen Immunität konnte mit den bisherigen Impfstoffen und der intramuskulären Applikationsart nicht erreicht werden. Weder eine intramuskulär inaktivierte EHV-1 Vakzine noch intranasal verabreichtes attenuiertes EHV-1 führte in einer Studie von Breathnach et al. (2001) zu einer detektierbaren mukosalen Antikörperantwort. Erst die experimentelle intranasale Infektion mit infektiösem EHV-1 (Stamm A183) führte zur nachweislichen Bildung von schützenden EHV-1 spezifischen IgA Antikörpern (Breathnach et al. 2001). 
	1.2.5  Immunantwort auf Immunmodulatoren
	Unter Immunmodulation versteht man eine Veränderung der Immunantwort durch verschiedene Substanzen (Pschyrembel 2002). Die Immunantwort kann negativ (Immunsuppression) oder positiv (Immunstimulation) beeinflusst werden (Mulcahy und Quinn 1986). Um die nichtantigenspezifische Immunantwort gegen infektiöse und tumoröse Erkrankungen zu verstärken (van Kampen 1998), stehen in der Veterinärmedizin verschiedene Substanzen zur Verfügung. Man unterscheidet körpereigene und synthetische (chemische) Immunmodulatoren sowie Substanzen pflanzlicher, tierischer und mikrobieller Herkunft (Mulcahy und Quinn 1986; Quinn 1990). In der Tabelle 1 sind einige Immunmodulatoren beispielhaft aufgelistet. 
	Tabelle 1: Beispiele für Immunmodulatoren
	                                               Pflanzliche Immunmodulatoren
	Acemannan (Aloe vera)
	(Strey 2002)
	Echinacea angustifolia
	(Kühn 2000; Percival 2000)
	                                               Mikrobielle Immunmodulatoren
	BCG-Vakzine (Mykobakterium bovis)
	(Mayr et al. 1986; Strey 2002) 
	Duphamun® (Avipox gallinarum)
	(Büttner et al. 1987)
	Immuno-RegulinTM (Propionbacterium acnes)
	(Quinn 1990)
	Zylexis® (Parapox ovis)
	(Mayr et al. 1989)
	                                               Chemische Immunmodulatoren
	Levamisol
	(Mayr et al. 1986; Quinn 1990)
	                                               Physiologische Immunmodulatoren
	Zytokine, z.B. IFN-ω
	(De Mari et al. 2003) 
	Im Folgenden soll die Wirkungsweise von Zylexis® (Pfizer GmbH; ehemals: Baypamun®) näher erläutert werden. Das früher bezeichnete Präparat Baypamun® (Fa. Bayer) wird jetzt unter dem anderen Produktnamen Zylexis® der Firma Pfizer GmbH als identisches Produkt geführt. In den folgenden Zitaten wird daher unter Umständen der alte Produktname noch erwähnt.
	Hauptbestandteil des Immunmodulators Zylexis® ist der inaktivierte Parapox-ovis Stamm D1701 (PPVO). Der Immunmodulator Zylexis® findet Anwendung bei vielen verschiedenen Tierarten und zeigt ein breites Wirkungsspektrum. Zur Messung der Aktivierung und Proliferation von Immunzellen wurden verschiedene Experimente durchgeführt. 
	Beim Pferd konnte durch die Anwendung von Baypamun® eine Reduktion der klinischen Symptome bei respiratorischen Erkrankungen nachgewiesen werden (Ziebell et al. 1997).  Darüber hinaus vermindert eine immunmodulatorische Prophylaxe einen erhöhten Plasmakortisolgehalt, bedingt durch Stresssituationen wie Transport oder das Absetzen  (Mayr und Siebert 1990; Lindner et al. 1993). Neueste Untersuchungen beim Pferd zeigten, dass eine dreimalige Applikation von Zylexis® (PPVO = Parapoxvirus ovis) nach dem Applikationsschema des Herstellers am Tag 0, 2 und 9 zu einer ansteigenden IFN-γ Genexpression ex vivo 24 Stunden nach der ersten Applikation kam (Horohov et al. 2008). Neben den ex vivo Untersuchungen zur Genexpression dieser Studie wurden in vitro Studien von equinen PBMCs durchgeführt. Die equinen PBMCs wurden mit PPVO allein und PPVO in Kombination mit Concavalin A stimuliert. Dabei zeigte sich ein deutlicher Anstieg der IFN-γ Genexpression bei den PBMCs, die mit PPVO und Concavalin A stimuliert wurden. Diese Art der Costimulation in vitro konnte bereits mit dem gleichen Ergebnis bei humanen PBMCs gezeigt werden (Friebe et al. 2004). Das Ergebnis dieser Studie von Horohov et al. (2008) weist darauf hin, dass eine Behandlung mit Zylexis® zu einem systemisch immunologischen Effekt führen kann, der die Inzidenz von Erkrankungen beim Pferd zu reduzieren vermag. Ähnliche Ergebnisse konnten bereits in Mausmodellen berichtet werden (Weber et al. 2003). 
	Weber et al. (2003) untersuchten in einem Mausmodell nach Baypamun®-Applikation die Expression bestimmter Zytokine zu verschiedenen Zeitpunkten. Bereits 6 bis 12 Stunden nach der Applikation konnten die Zytokine Interleukin-12, -15, -18, IFN-γ und TNF-α nachgewiesen werden. Nach 24 Stunden wurden IFN-γ und Interleukin-18 noch vermehrt exprimiert (Weber et al. 2003). Der Aktivierung von Zytokinen kommt bei der Wirkungsweise von Zylexis® eine große Bedeutung zu. Dabei spielt die antivirale Aktivität von IFN-γ eine wichtige Rolle. Weber et al. (2003) bestätigten in einem weiteren Mausmodell den schützenden Effekt von der Baypamun®-induzierten IFN-γ-Produktion, indem es durch Applikation gegen IFN-γ gerichteter monoklonaler Antikörper im HSV-Belastungsmodell zum Ausbruch der Krankheit kam. 
	In einem anderen Mäuseversuch konnte nach intraperitonealer Baypamun®-Applikation eine Erhöhung der Aktivität der Natürlichen Killerzellen, der Lymphozytenproliferation, der Phagozytoserate und des Gehaltes an IFN-α in den Serum- oder Peritonelaspülproben gemessen werden (Mayr et al. 1986; Strube et al. 1989). Eine in vitro Stimulation der PBMCs mit dem Immunmodulator führte zu einer erhöhten Phagozytoserate bei Pferden, Rindern, Schweinen und Hunden (Mayr et al. 1997). Fachinger et al. (2000) konnten bei Baypamun®-Behandlung eine Proliferation von Th-Zellen sowie eine Induktion von Interleukin-2, IFN-α und IFN-γ feststellen. 
	In einer Studie über die Wirksamkeit von Zylexis® zur Prophylaxe und Behandlung von Lungenabszessen bei Fohlen konnte gezeigt werden, dass weder die prophylaktische Verabreichung noch der therapeutische Einsatz signifikante Unterschiede bezüglich der Inzidenz von Lungenabszessen im Vergleich zu den Kontrolltieren aufwiesen (Baumann 2006). Hierbei wurde Zylexis® entgegen den Angaben des Herstellers intranasal und subkutan verabreicht. Die Fohlen mit der intranasalen Zylexis®-Applikation schnitten bezüglich der mittleren Erkrankungsdauer statistisch signifikant am schlechtesten ab. Die subkutane Anwendung hingegen zeigte keine Unterschiede in Bezug auf die Rückbildungszeit der Lungenabszesse im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. In die Untersuchung einbezogen wurden klinische Befunde, Ergebnisse von Ultraschalluntersuchungen und Blutuntersuchungen mit Bestimmung der Leukozytenzahl als Parameter einer immunologischen Reaktion. Weitergehende immunologische und molekularbiologische Untersuchungen wurden nicht durchgeführt.
	Beim Pferd liegen bisher über den Einsatz von Zylexis® nur Ergebnisse vor, die auf klinischen Parametern beruhen. Im Wesentlichen hat Zylexis® beim Pferd bisher Bedeutung im prophylaktischen Einsatz zur Stärkung des Immunsystems bei Stresssituationen (Mayr und Siebert 1990; Lindner et al. 1993), es wird aber auch zur Reduktion der klinischen Symptomatik bei respiratorischen Erkrankungen eingesetzt (Ziebell et al. 1997). 
	1.2.6  Untersuchungsmethoden
	Die humorale Immunantwort lässt sich durch serologische Untersuchungsmethoden messen. Hierbei werden durch spezielle Testverfahren die Antikörpertiter im Blut bestimmt (siehe 1.1.6). Der zelluläre Immunstatus gibt Auskunft über die prozentualen Verhältnisse der Immunzellen im Blut. Die Immunphänotypisierung des Pferdeblutes beruht auf der selektiven Erkennung von Zelloberflächenantigenen durch fluoreszenzmarkierte monoklonale Antikörper mittels Durchflusszytometrie (FACS). Zur Unterscheidung der Lymphozytensubpopulationen werden monoklonale Antikörper gegen zelluläre Antigene eingesetzt, die relativ konstant exprimiert werden (www.laboklin.de).
	Als weiterer Parameter für die zelluläre und humorale Immunantwort eignet sich der Nachweis von Zytokinexpressionsmustern. Die Untersuchung der Zytokinkonzentration im Blut gestaltet sich aufgrund der geringen Konzentration zirkulierender Zytokine als sehr schwierig und ist in der Form nur auf Proteinebene mittels ELISA nachweisbar. Der Nachweis von Zytokin-mRNA kann mit der sensitiven Detektionsmethode TaqMan® PCR erfolgen. Hierfür muss zunächst die zelluläre Zytokin-mRNA aus PBMCs extrahiert und durch die Reverse Transkription in cDNA umgeschrieben werden. Die Bestimmung der Zytokin-mRNA kann im lebenden Organismus (ex vivo) erfolgen sowie in vitro beispielsweise durch Kulturen von Blutzellen, die durch Stimulation zu einer vermehrten Zytokinproduktion angeregt werden.
	1.2.7  Prinzip der TaqMan®-PCR
	Die Grundlagen für eine quantitative Echtzeit-PCR („Real-Time“ PCR) wurden durch Higuchi et al. (1992) geschaffen. Das Prinzip dieser modernen Methode besteht in der Messung eines Fluoreszenzsignals, welches proportional zum Anstieg der Konzentration eines Amplifikationsproduktes ist. Die heute gängige Methode beruht auf der Ausnutzung des
	Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) bzw. Förster-Resonanz-Energie-Transfers 
	(Cardullo et al. 1988). Bei dem TaqMan®-Prinzip wird ein Fluoreszenzsignal einer fluoreszenzmarkierten Oligonukleotid-Sonde (probe) gemessen und quantifiziert. Die TaqMan®-Sonde ist ein Oligonukleotid mit einem Reporterfarbstoff (z.B. 6-Carboxy-Fluoreszein, FAM) am 5`-Ende der Sonde und einem Quencherfarbstoff (z.B. 6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin, TAMRA) am 3´-Ende. Das 3´-Ende der Sonde wird zusätzlich durch eine Phosphatgruppe blockiert, damit die Sonde bei der Elongation nicht als Primer fungieren kann (Cardullo et al. 1988). Solange die Sonde intakt ist, wird bei Anregung des Reporterfarbstoffes mit Licht einer bestimmten Wellenlänge fast die gesamte Lichtenergie aufgrund der räumlichen Nähe vom Quencher unterdrückt. Während der Elongationsphase wird die Sonde durch die 5`-3`-Exonuklease-Aktivität der Taq-Polymerase hydrolisiert (Lie und Petropoulos 1998) und der Reporter und Quencher freigesetzt (Abb. 5). Nach der Freisetzung des Reporters kann dessen Lichtsignal detektiert werden (Livak et al. 1995). 
	Der Anstieg der freien Reporterkonzentration verursacht ein wachsendes Fluoreszenzsignal, das proportional zum Anstieg der Konzentration des Amplifikationsproduktes ist. Aufgrund dieser Proportionalität ist eine Quantifizierung der Ausgangs-(c)DNA möglich.
	                              
	Abbildung 5: TaqMan®-Prinzip
	           A: Sequenzspezifische Anlagerung der Sonde an die Template-DNA.
	            B: Der Quencherfarbstoff befindet sich noch in räumlicher Nähe  des  
	                   Reporterfarbstoffes und unterdrückt das Lichtsignal.
	            C: Während der Elongation hydrolisiert die Taq-Polymerase die Sonde und setzt 
	                den Reporter- und Quencherfarbstoff frei. Das Lichtsignal des Reporters kann 
	                dann detektiert werden.
	Die Quantifizierung der PCR basiert auf der Berechnung des Fluoreszenzschwellenwertes, dem so genannten „Threshold Cycle“ (CT-Wert). Der CT-Wert gibt den Zyklus an, bei dem die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes sich deutlich von der Hintergrundfluoreszenz abhebt und einen Schwellenwert überschreitet. Er verhält sich umgekehrt proportional zum Logarithmus der Ausgangsmenge an DNA und ist daher die Grundlage für die Quantifizierung einer Reaktion (Higuchi et al. 1992). Aus den ermittelten Fluoreszenzwerten wird eine Amplifikationsgraphik erstellt. Hierbei wird die gemessene Fluoreszenz gegen die Zyklenzahl aufgetragen (Abb. 6). Der Fluoreszenzwert ist beim Start der Reaktion nicht gleich Null, sondern setzt sich aus der Grundfluoreszenz der eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe und der Hintergrundfluoreszenz der verwendeten Materialien (z.B. Plastikreaktionsgefäße) zusammen. 
	                                                             Abbildung 6: Amplifikationsgraph  
	Bei der relativen Quantifizierung wird die Genexpression eines Zielgens auf ein weiteres nicht reguliertes Housekeeping Gen bezogen. Dieser Bezug wird auch als Normalisierung der Expressionsergebnisse bezeichnet (Rasmussen 2001). Verschiedene Housekeeping Gene können als Referenzgen verwendet werden (z.B. GAPDH, β-Aktin, 18s rRNA). Bei den Housekeeping Genen handelt es sich um nicht regulierte, d.h. konstant exprimierte Zellproteine oder Stoffwechselenzyme, die von jeder eukaryotischen Zelle gebildet werden. 
	Für die relative Quantifizierung muss weder die Konzentration der Zielsequenz bekannt sein noch eine Standardkurve mit bekannten Konzentrationen erstellt werden, da nur das Verhältnis beider Proben zueinander berechnet wird (Bustin 2000; Livak und          Schmittgen 2001).
	Die absolute Quantifizierung wird anhand einer gegebenen Kalibrierkurve durchgeführt (Pfaffl und Hageleit 2001). Als Kalibrierungskurve kann Plasmid-DNA eingesetzt werden. Die Ermittlung der absoluten Menge einer Zielsequenz, meist ausgedrückt als Kopienzahl pro Reaktion, erfolgt ebenfalls unter Verwendung eines Referenzgens. Hierfür ist eine Standard-Verdünnungsreihe von Plasmid-DNA mit bekannten Konzentrationen, sowohl für das Zielgen als auch für das Referenzgen, notwendig. Aus dieser Verdünnungsreihe lässt sich eine so genannte Standardkurve erstellen, indem der jeweilige Ct-Wert (auf der y-Achse) gegen die initiale Menge der Zielsequenz (als Kopienzahl auf der logarithmischen x-Achse) aufgetragen wird (Heid et al. 1996). Die absolute initiale Kopienzahl wird dadurch bestimmt, dass der Ct Wert einer unbekannten Probe mit der Standardkurve verglichen wird. Dabei sollte die unbekannte Probe in den Bereich fallen, der mit der Standardkurve abgedeckt wird (Bustin 2000). Voraussetzung hierfür ist die korrekte Bestimmung der Kopienzahl der Zielsequenz in den Standards, die über die Umrechnung mittels Molekulargewichtes nach der photometrischen Messung erfolgt. Für den Standard und für die Proben müssen identische Oligonukleotide zur Amplifizierung und Detektion verwendet werden. Außerdem sollten die Sequenzen möglichst ähnlich sein, um eine äquivalente Effizienz der Amplifizierung zu geben (Niesters 2004). Eine optimale PCR-Effizienz liegt bei 100%, die sich auch in der Steigung der Standardkurve von -3,322 widerspiegelt.
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	2. Zielsetzung
	Die Immunantwort von Pferden sollte nach dreimaliger Applikation des Immunmodulators Zylexis® und einmaliger Impfung mit Resequin® NN plus durch immunologische Untersuchungsmethoden überprüft werden.
	Über einen bestimmten Zeitraum wurden dafür einerseits virusspezifische Antikörpertiterverläufe gegen EHV-1 und EHV-4 im Neutralisationstest und Immunfluoreszenztest bestimmt. Die ermittelten Antikörpertiter können auf ein aktuelles Krankheitsgeschehen oder auf Reaktionen infolge einer Impfung hinweisen. 
	Andererseits sollte die Rolle der zellulären Immunantwort untersucht und in den Vordergrund gestellt werden. Als Parameter der zellulären Immunantwort wurden vier Zytokine (IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-10), die in B-Zellen, T-Zellen bzw. Makrophagen exprimiert werden, ausgesucht. 
	Mittels quantitativer „Real-Time“ PCR erfolgte die Untersuchung der Zytokinexpression in peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) aus dem Pferdeblut. Hierbei wurden Konzentrationsbestimmungen der Zytokin-mRNA direkt (ex vivo) aus den isolierten equinen PBMCs durchgeführt und nach Anregung der Zytokinproduktion durch eine unspezifische Stimulation der isolierten PBMCs mit Concavalin A in Zellkulturen (in vitro). 
	Es sollte überprüft werden, ob die Zytokinexpression mit der Antikörperantwort, der Anzahl an equinen PBMCs und der Anzahl an B-, T-, CD4+- und CD8+-Zellen korreliert.
	Der Grundgedanke dieses Versuches war es festzustellen, ob die Gabe eines Immunmodulators zu einer messbaren zellulären und humoralen Immunantwort nach Impfung mit dem Totimpfstoff Resequin® NN plus führt bzw. ob diese in irgendeiner Form dadurch beeinflusst wird. 
	Eine Verbesserung der Impfantwort durch die Anwendung von Zylexis® wurde als Hauptthese aufgestellt und überprüft.
	Dafür wurden folgende Zusammenhänge untersucht:
	1.  Was bewirkt Zylexis® im Zusammenhang mit dem Impfstoff Resequin® NN plus auf die  
	     Höhe der Antikörper-Antwort?
	2.  Wie wirkt sich die Anwendung von Zylexis® in Kombination mit der Impfung auf die   
	Anzahl der peripheren mononukleären Blutzellen und Lymphozytensubpopulationen       (B-, T-, CD4+- und CD8+-Zellen) aus?
	3.  Was bewirken Zylexis® und Impfstoff in Bezug auf die Zytokinexpression?
	Die gestellten Fragen wurden jeweils nach folgenden Kriterien überprüft und bewertet:
	 Placebo und Versuchsgruppe
	 Unterschiedliche Vorimmunisierung (Impfhistorie)
	 Alter und Geschlecht
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	3. Material und Methoden
	3.1  Materialnachweis
	3.1.1  Chemikalien-, Gebrauchsmaterialien- und Gerätenachweis
	Chemikalien:
	Applied Biosystems, Darmstadt:   BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit,
	TaqMan® Universal PCR Master Mix 
	BDM Laboratory Supplies, Poole (UK): Carboxymethylcellulose-Natriumsalz (CMC)
	Biochrom AG, Berlin:    Biocoll Seperating Solution (Dichte 1,077 g/ml),
	      Foetal Calf Serum (FCS) 
	Bioline GmbH, Luckenwalde:  dNTP Mix (Konz. 2,5 mM),
	      Hyperladder I (100 lanes)
	Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe:  Agarose,
	      Formamid (deionisiert),
	Glycerol (Glycerin, > 98%),
	Giemsa-Lösung
	Dianova, Hamburg:     Ziege-Anti-Pferd IgG (H+L) FITC-Konjugat
	Difco, Michigan (USA):    Agar Noble,
	LB Broth, Miller (Luria-Bertani),
	Fermentas GmbH, St. Leon-Rot:   RiboRulerTM RNA Ladder, High Range, 
	GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala (S): SephadexTM G-50 (Superfine)
	Invitrogen GmbH, Karlsruhe:   Super ScriptTM First-Strand Synthesis System for       RT-PCR,
	Trizol® Reagent
	Life Technologies (Gibco-BRL), Gaithersburg (USA):  Eagle´s minimum essential medium      Dulbeccos´s modification (EDM),
	RPMI Medium 1640  
	Merck GmbH, Darmstadt:   weitere Standardchemikalien, wenn nicht anders  vermerkt
	Metabion GmbH, Martinsried:   mi-Plasmid Miniprep Kit
	New England Biolabs, Frankfurt am Main: EcoRI Enzym (20.000 U/ml),
	NE Buffer EcoRI (10 x Konzentration)
	Promega GmbH, Mannheim:   Nuclease-freies Wasser,
	pGEM®-T Easy Vector System I,
	Wizard® SV-Gel and PCR Clean-Up System 
	Qiagen GmbH, Hilden:    PCR-Reaktionspuffer, 10 x (inkl. 15 mM MgCl2),
	Taq DNA Polymerase (5 units / µl)
	Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim: Ampicillin,
	Chloroform,
	      Concavalin A (Canavalia ensiformis) γ-Irradiated,
	Diethylpyrocarbonate (DEPC),
	Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Dinatriumsalz Dihydrat,
	Mineralöl für die PCR,
	MOPS,
	Penicillin G,
	Streptomycinsulfat
	Stratagene, Amsterdam (NH):   Epicurian Coli® SoloPack® Gold Supercompetent Cells
	TIB Molbiol, Berlin:     Auftrags-Oligonukleotidsynthese,
	TaqMan-Sonden-Synthese
	Geräte:
	Applied Biosystems, Darmstadt:   TaqMan® PCR-Zykler 7700 SDS,
	      GenAmp® PCR System 9700,
	      Foundation Data Collection (Version 3.0)
	      PrimerExpress® Software
	Assistent, Sondheim:    Neubauer-Zählkammer
	Beckman Coulter GmbH, Krefeld:  DU® 640 B Spectrophotometer
	Bio-med GmbH, Theres:   Thermocycler 60
	Biometra, Göttingen:    FLX-20M (Transluminator),
	      UNO-ThermoblockTM (PCR-Cycler) 
	Braun Biotech International, Melsungen:  Certomat® H /U (Schüttelinkubator)
	Carl Zeiss, Oberkochen:    Axiovert 100 (Fluoreszenzmikroskop)
	Eppendorf, Wesseling-Berzdorf:   Eppendorf Centrifuge 5403,
	      Eppendorf Thermomixer 5436,
	      Pipetten
	Heraeus Christ, Osterode:    Begasbarer Feuchtbrutschrank,
	Biofuge 13,
	Minifuge 2
	Kendro Laboratory Products, Wien (A):  Clean Air (Sterilbank)
	Olympus, Hamburg:     Lichtmikroskop, Modell: CK2
	Owl Separation Systems, Portsmouth (NH): EasyCastTM Horizontal Electrophoresis System
	Pharmacia, Freiburg:   Power Supply
	Polaroid, Offenbach:    Kamera CU-5, 88-46,
	      Polaroid Film 667 Black & White, ISO 3000
	Schimadzu, Kyoto (Japan):    UV-1202 (UV-VIS Spectrophotometer)
	Gebrauchsmaterialien:
	Applied Biosystems, Darmstadt:   MicroAmp® Optical 96-well Reaction Plate
	Becton Dickinson GmbH, Heidelberg:  BD PrescisionglideTM Kanüle 20 G, gelb,
	BD VacutainerTM Röhrchen aus PET Kunststoff, EDTA, 4 ml / 10 ml,
	Vacutainer Holder
	BSN medical GmbH & Co. KG, Hamburg: Neolus® Kanülen, schwarz (0,7 x 30 mm)
	Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe:  Multi®-Reaktionsgefäße 1,7 ml & 0,65 ml
	Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden:   Cryo TubeTM Vials
	Ratiomed, Megro GmbH, Wesel:  sterile Einmalskalpelle
	Sorenson Bio Science, Inc., Salt Lake City (USA): MµltiGuard®-Tips, RNase-/DNase-frei, 
	5-10 µl, 1-200 µl, 100-1000 µl
	Terumo Europe N.V., Leuven (B):   Syringe, sterile Einmalspritzen, 2 ml
	TPP Tissue culture, Trasdadingen (CH):  steriles Plastik-Einmalmaterial 
	(Zentrifugenröhrchen, Zellkultur-Platten)
	3.1.2  Primer- und Sondensequenzen
	Mit Hilfe von Gensequenzen aus der Datenbank des „National Center für Biotechnology Information“ (NCBI, 1998 [http://www.ncbi.nih.nim.gov/]) wurden geeignete Primer- und Sondensequenzen über die PrimerExpress® Software (Applied Biosystems, Weiterstadt) ausgewählt und über die Firma TIB Molbiol, Berlin bezogen (Tab. 2 und Tab. 3).
	Die Primer wurden als entsalzte Lyophilisate bestellt. Die Sonden waren HPLC-gereinigt, am 3`-Ende mit einem Quencherfarbstoff (6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin, TAMRA) und am 5`-Ende mit dem fluoreszierenden Reporterfarbstoff 6-Carboxy-Fluorescein (FAM) markiert. 
	Tabelle 2: Primersequenzen für die Klonierung
	                                                     Equines Interferon-γ
	Primer
	Sequenz
	EqIFNg-228F
	5`- TCT TGA AGA ACT GGA AAG AGG ATA GT -3`
	EqIFNg-566R
	5`- ACT ATT GCA ACG CTC TCC GG - 3`
	                                                     Equines Interleukin-2
	Primer
	Sequenz
	EqIL-2-25F
	5´- TGC ATC GCA CTA ACT CTT GCA G -3`
	EqIL-2-362R
	5`- CAT GTG AAT CTT GTT TCA GAC CCC- 3`
	                                                     Equines Interleukin-4
	Primer
	Sequenz
	EqIL-4-15F
	5`- CCA ACT GAT TCC AGC TCT GGT C -3`
	EqIL-4-332R
	5`- ACA GTA CAG CAG GTC CCG TTT G -3`
	                                                     Equines Interleukin-10
	Primer
	Sequenz
	EqIL-10-217F
	5`- GAC TTT AAG GGT TAC CTG GGT TG -3`
	EqIL-10-519R
	5`- TGC TTC AGT TTT TCA TCT TCG TT -3`
	Fortsetzung Tabelle 2: 
	                                                     Equines β-Aktin
	Primer
	Sequenz
	Eq-betaAktin-F
	5´- CCG GGA CCT GAC GGA CTA -3`
	Eq-betaAktin-R
	5´- CCT TGA TGT CAC GCA CGA TT -3`
	                                                     Equines GAPDH
	Primer
	Sequenz
	Eq-GAPDH-F
	5`- GGC AAG TTC CAT GGC ACA GT -3`
	Eq-GAPDH-R
	5`-CAC AAC ATA TTC AGC ACC AGC AT -3´
	Tabelle 3: Primer- und Sondensequenzen für die „Real-Time“ TaqMan®-PCR
	                                                     Equines Interferon-γ
	Primer / Sonde
	Sequenz
	EqIFNg-228F
	5`- TCT TGA AGA ACT GGA AAG AGG ATA GT -3`
	EqIFNg-388R
	5`- GCT GCT GTT AAA GAA CTT AAC GAA CA -3`
	EqIFNg-334TM
	5´-6FAM-AAA GAG CAT GGA CAC CAT CAA GGA GGA CXT- PH-3´
	                                                     Equines Interleukin-2
	Primer / Sonde
	Sequenz
	EqIL-2-25F
	5´- TGC ATC GCA CTA ACT CTT GCA G -3`
	EqIL-2-106R
	5´- GCT TCA GTT GTT GCT GTG TTT CC -3`
	Eq-IL-2-50T
	5`- 6FAM-TTG CAA ACA GTG CAC CTA CTT CAA GCT CTA AGA-TMR -3`
	                                                     Equines Interleukin-4
	Primer / Sonde
	Sequenz
	EqIL-4-69F
	5´- GGG ATG CAA ATA CGA CAT CAC CTT -3`
	EqIL-4-175R
	5`- AGG CAT CCG CTA CAG TCA GCT -3´
	Eq-IL-4-129T
	5`- 6FAM-TGG AAA GGG CAA GAA TTC GTG CAT G – TMR -3`
	Fortsetzung Tabelle 3:
	                                                     Equines Interleukin-10
	Primer / Sonde
	Sequenz
	EqIL-10-370F
	5´- CGG CGC TGT CAT CGA TTT -3´
	EqIL-10-449R
	5`- TGG AGC TTA CTG AAG GCA CTC TT -3`
	Eq-IL-10-394T
	5`- 6FAM-TGT GAA AAT AAG AGC AAG GCA GTG GAG CAG – TMR -3`
	                                                     Equines β-Aktin
	Primer / Sonde
	Sequenz
	Eq-betaAktin-F
	5´- CCG GGA CCT GAC GGA CTA -3`
	Eq-betaAktin-R
	5´- CCT TGA TGT CAC GCA CGA TT -3`
	Eq-betaAktin-T
	5`- 6FAM-TAC AGC TTC ACC ACC ACG GCC G – TMR -3`
	                                                     Equines GAPDH
	Primer / Sonde
	Sequenz
	Eq-GAPDH-F
	5`- GGC AAG TTC CAT GGC ACA GT -3`
	Eq-GAPDH-R
	5`-CAC AAC ATA TTC AGC ACC AGC AT -3´
	Eq-GAPDH-T
	5`- 6FAM-CAT CAA CGG AAA GGC CAT CAC CAT CT – TMR -3`
	Die Primer- und Sondensequenzen für die Housekeeping Gene equines β-Aktin und GAPDH wurden in Anlehnung an Kolm et. al (2006) hergestellt. 
	3.1.3  Angewandte Medikamente
	3.1.3.1  Immunmodulator
	Zylexis® (Pfizer, Karlsruhe);  Chargen-Nr.: L60994
	Die Zylexis®-Charge L60994 enthält nach Angaben des Beipackzettels in 1 ml des resuspendierten Produktes inaktiviertes Parapox ovis-Virus (Stamm D 1701) mit mindestens 230 Einheiten Interferon sowie ca. 25 mg Polygeline als Stabilisator. 
	Das lyophilisierte Präparat wurde vor der Injektion mit 2 ml Wasser für Injektionszwecke resuspendiert. Zur intramuskulären Injektion wurde die Dosis von 2 ml des resuspendierten Produktes für Pferde, unabhängig vom Alter und Gewicht der Tiere, verabreicht. 
	3.1.3.2  Placebo
	Isotonische Kochsalzlösung Fresenius;  Chargen-Nr.: UB 3631
	Als Placebo wurde 0,9%ige NaCl-Lösung analog zu der Zylexis®-Applikation in einer Dosis von 2 ml intramuskulär verabreicht. 
	3.1.3.3  Impfstoff
	Resequin® NN plus (Intervet, Unterschleißheim); Chargen-Nr.: 75312A
	Alle Pferde wurden mit dem inaktivierten Kombinationsimpfstoff Resequin® NN plus (Intervet, Unterschleißheim) nach Angaben des Herstellers intramuskulär geimpft.
	Eine Dosis von 2 ml Resequin® NN plus enthält nach dem Beipackzettel:
	 Inaktiviertes equines Herpesvirus Typ 1 (EHV-1)
	 Stamm RAC-H     mind. 107.8 GKID50
	 Inaktiviertes equines Herpesvirus Typ 4 (EHV-4)
	 Stamm 2252      mind. 106.5GKID50
	 Inaktivierte, equine Influenzavirus-Antigene der Stämme
	 A/equi 1/Prag/1/56     50 µg Hämagglutinin
	 A/equi 2/Newmarket 1/93 (Amerikanischer Typ) 20 µg Hämagglutinin
	 A/equi 2/Newmarket/2/93 (Europäischer Typ) 20 µg Hämagglutinin
	3.1.4  Tiere
	Die im Rahmen dieser Impfstudie zur Verfügung gestellten 20 Pferde stammten aus einem Zuchtbestand in Pausin (Brandenburg). Die Tiere wurden überwiegend ganztägig auf der Weide gehalten. Für die Studie erfolgte eine Aufteilung in zwei Gruppen zu je 11 und 9 Pferden. Die Gruppe 1 wurde als Zylexis-Gruppe definiert, während die Gruppe 2 als Placebo-Gruppe diente. Die Zylexis-Gruppe setzte sich aus 10 Warmblutpferden und einem Kaltblut (8 Stuten, 2 Hengste, 1 Wallach) im Alter zwischen 2 bis 17 Jahren zusammen. Das Durchschnittsalter betrug 6,9 Jahre. In der Placebo-Gruppe befanden sich 8 Warmblutpferde und ein Kaltblut (8 Stuten, 1 Wallach), die zwischen 2 und 16 Jahre alt waren. Das Durchschnittsalter betrug 6,5 Jahre. 
	Gruppe 1 und Gruppe 2 enthielten 5 bzw. 3 Pferde, die bereits in der Vergangenheit, in einem Zeitraum von 10 bis 6 Monaten vor Studienbeginn, mit einem kombinierten EHV- und Influenza-Impfstoff (Resequin® NN plus [Intervet, Unterschleißheim]) geimpft und je weitere 6 Pferde, die nur mit einem Influenza-Impfstoff (Equilis® Influenza [Intervet, Unterschleißheim]) vakziniert worden waren (Tab. 4). Alle Pferde beider Gruppen erhielten am definierten Versuchstag eine Impfung mit Resequin® NN plus (Intervet, Unterschleißheim). Zusätzlich bekamen die Tiere der Gruppe 1 Zylexis® (Pfizer, Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers appliziert, während den Tieren der Gruppe 2 anstelle der Zylexis®-Applikation ein Placebo verabreicht wurde. Als Placebo-Medikament dienten 2 ml physiologische Kochsalzlösung.
	Tabelle 4: Gruppenübersicht / Vorimmunisierung
	Gruppe-
	Nr.:
	Definition
	Anzahl der Pferde
	Anzahl der EHV-/Influenza geimpften Tiere
	Anzahl der Influenza geimpften Tiere
	1. Zylexis
	Versuchsgruppe
	11
	5
	6
	2. Placebo
	Kontrollgruppe
	9
	3
	6
	Darüber hinaus sollte im weiteren Verlauf zusätzlich untersucht werden, ob die unterschiedliche Vorimmunisierung oder das Alter bzw. das Geschlecht einen Einfluss auf die Immunantwort ausüben. Dafür wurden die Pferde in die Gruppen Influenza (n = 12) und Resequin (n = 8) sowie „bis 4 Jahre“ (n = 10) und „über 4 Jahre“ (n = 10) unterteilt.
	Eine genaue Auflistung der Pferde und ihre Gruppenzugehörigkeit sind im Anhang (9.1; A1) enthalten.
	3.2  Methoden
	3.2.1  Darstellung Ablauf in der Methodik
	Die Abbildung 7 gibt eine Übersicht über die Anwendung der immunologischen und molekularbiologischen Methoden wieder.
	  
	Abbildung 7: Übersicht immunologische und molekularbiologische Methoden
	3.2.2  Klinisch-diagnostische Methoden
	3.2.2.1 Beobachtungen der Pferde
	Aufgrund der Haltungsbedingungen und fehlender Fixierungsmöglichkeiten wurden die Pferde täglich durch den Besitzer nach ihrem Allgemeinbefinden, Futteraufnahme und Körperhaltung kontrolliert. Des Weiteren erfolgte eine Kontrolle der Applikationsstellen. 
	3.2.2.2  Blutentnahme
	Die Blutentnahme erfolgte aus der Vena jugularis externa nach gründlicher Reinigung und Desinfektion der Punktionsstelle mithilfe von EDTA-Vacutainer-Röhrchen (Becton Dickinson, Heidelberg) und entsprechenden sterilen Einmalkanülen (BD Prescisionglide Kanüle 20 G [Becton Dickinson, Heidelberg]).
	3.2.2.3  Immunstatus
	An zwei Blutentnahmeterminen erfolgte eine Immunstatusbestimmung der Pferde durch das Labor der Fa. LABOKLIN (Bad Kissingen). Hierbei wurden jeweils 4 ml EDTA Vacutainer-Röhrchen (Becton Dickinson, Heidelberg) direkt am Tag der Blutentnahme an das Labor versandt. Lymphozyten als Träger der spezifischen Immunantwort stellen sich morphologisch einheitlich dar, bestehen jedoch aus funktionell unterschiedlichen Zellen. Der zelluläre Immunstatus gibt Auskunft über die prozentualen Verhältnisse der Immunzellen im Blut. Die Bestimmung des Immunstatus umfasste ein Differentialblutbild und die Ermittlung der Lymphozytensubpopulationen (B-, T-, CD4+-, CD8+-Zellen) mittels Durchflusszytometrie. Bei der Durchflusszytometrie werden die B-, T-, CD4+-, CD8+-Zellen durch fluoreszenzmarkierte monoklonale Antikörper quantifiziert. Im Gegensatz zum Differentialblutbild gibt es keine standardisierten Referenzbereiche für die Durchflusszytometrie. Durch die Bestimmung des Immunstatus besteht die Möglichkeit die ausgewählten Immunzellen zu quantifizieren und eine Zu- oder Abnahme der Zellzahl zu bestimmen, um die Aktivität der Immunreaktion wiederzuspiegeln. 
	3.2.3  Serologische Methoden
	Die spezifisch gebildeten Antikörper wurden im Blutplasma mittels Neutralisationstest und indirektem Immunfluoreszenztest erfasst. Der Neutralisationstest weist alle virusneutralisierenden Antikörper nach, während der indirekte Immunfluoreszenztest auch andere Antikörper detektiert. 
	3.2.3.1  Viren und Zellen
	Die hierbei verwendeten Viren wurden vom Institut für Virologie zur Verfügung gestellt und auf equinen Dermalzellen vermehrt. Folgende Referenzstämme wurden für die serologischen Tests verwendet:
	Tabelle 5: Verwendete Viren
	Virus
	Bezeichnung
	Herkunft
	Titer des Virusstock
	Referenz
	EHV-1
	A IV
	Fohlen, Abort
	1 x 107 PFU/ml
	Chowdhury et al. 1986
	EHV-4
	T252
	Fohlen, Nasensekret
	5 x 105 PFU/ml
	Thein und Härtel 1976
	Die equinen Dermalzellen stammten aus der Institutssammlung. Infektionen mit EHV-1     und  4 zeigen ein gutes Wachstum in den equinen Dermalzellen, wobei eine Lyse der Zellen nach einem Tag beobachtet werden kann.
	3.2.3.2  Neutralisationstest (NT)
	CMC-Overlaymedium (Carboxymethylcellulose):
	 CMC-Natriumsalz  8,0 g
	 EDM    500 ml
	 FCS    10 ml
	EDM (Dulbecco´s Modifizierung von Eagle´s Medium):
	 EDM-Pulver   133 g
	 NaHCO3   37 g
	 Penicillin G   0,2 g
	 Streptomycinsulfat  0,2 g
	 Aqua bidest.   ad 10 l
	EDM/5% FCS (Fötales Kälberserum)
	4% (v/v) Formalinlösung in PBS
	 Formalin (37 %)  10,8 ml
	 PBS    ad 100 ml
	Giemsalösung
	Für die Inaktivierung des Komplementsystems im Blutplasma mussten alle Proben bei 56 °C für 30 Minuten zunächst im Wasserbad inkubiert werden. Anschließend wurde in einer 
	24-Lochplatte jeweils 100 µl  EDM/5% FCS-Medium in jede Kavität vorgelegt. In die erste Kavität wurden zu 160 µl EDM/5% FCS-Medium 40 µl von der Probe dazu pipettiert. Davon wurde eine logarithmische Verdünnung der Probe zur Basis 2 hergestellt, indem jeweils 100 µl aus der ersten in die zweite Kavität, usw., überführt und gemischt wurde. Zusätzlich wurden eine Positiv- und Negativkontrolle mit entsprechenden Pferdeseren aus dem Institut für Virologie sowie eine Virus- und Zellkontrolle mitgeführt. In jede Kavität wurden anschließend 100 µl einer, auf 103 PFU/ml eingestellten, Virussuspension hinzu pipettiert. Nach einer einstündigen Inkubation im Feuchtbrutschrank bei 37 °C und 5% CO2 wurden in jede Kavität ca. 5 x 104 equine Dermalzellen pro ml in EDM/5% FCS-Medium dazugegeben, für eine weitere Stunde im Feuchtbrutschrank bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert und anschließend mit 400 µl CMC-Weichagar pro Kavität überschichtet, um eine extrazelluläre Virusausbreitung zu verhindern. Es folgte eine weitere Inkubation für drei Tage bei 37 °C und 5% CO2 im Feuchtbrutschrank. Enthielt die Probe keine virusneutralisierenden Antikörper, so konnten sich jetzt die Viren in den Zellen vermehren und die typischen Plaques im Zellrasen verursachen. Nach der dreitägigen Inkubation wurden die 24-Lochplatten mit                      4% Formalin/PBS fixiert und mit anschließender Giemsafärbung unter dem Lichtmikroskop (Olympus, Hamburg / Modell: CK2) ausgewertet. Die Verdünnungsstufe der Probe wird als Antikörpertiter angegeben, bei der im Vergleich zur Viruskontrolle eine Plaquereduktion um 50% stattfand. Ein Antikörpertiter > 1:10 wurde als auffällig bewertet.
	3.2.3.3  Indirekter Immunfluoreszenztest (IFT)
	1% Triton/PBS:
	 Triton 100   10 ml
	 PBS    ad 1000 ml
	4% Formalin/PBS
	PBS/1% FCS
	Ziege-Anti-Pferd-IgG (H+L) -Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) -Konjugat
	Hierfür mussten zunächst ca. 1 x 104 equine Dermalzellen in den Kavitäten einer 96 Lochplatte mit Flachboden angezüchtet und anschließend mit einer auf 103 PFU/ml EDM (0,1 MOI/Loch) eingestellten Virussuspension infiziert werden. Nach einer Inkubation im Feuchtbrutschrank bei 37 °C und 5% CO2 für drei Tage wurden die infizierten equinen Dermalzellen mit 4% Formalin/PBS fixiert und bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Vor der Nutzung musste der Formalin/PBS-Überstand abgegossen und die Zellen wurden anschließend mit 1% Triton/PBS für 30 min. bedeckt, um die Zellmembranen aufzuschließen und somit die Antigene für die Antikörper zugänglich zu machen. Anschließend wurde mit PBS/1% FCS gewaschen. Die Plasmaproben wurden zunächst separat in einer 96-Lochplatte logarithmisch zur Basis 2 verdünnt. Hierfür wurde in jede Kavität 100 µl PBS/1% FCS vorgelegt, wobei in der ersten Kavität 180 µl PBS/1% FCS mit 20 µl Probenplasma versetzt wurde und daraus mit jeweils 100 µl die Verdünnung in den folgenden Kavitäten hergestellt wurde. Eine Positiv- und Negativkontrolle wurde mit bekannten Pferdeseren aus dem Institut für Virologie mitgeführt. Aus jeder Verdünnungsstufe wurden 40 µl in jede Kavität der vorbereiteten 96-Lochplatte pipettiert und anschließend für eine Stunde im Feuchtbrutschrank bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. In dieser Zeit haben möglicherweise vorhandene Antikörper an das Antigen binden können. Die ungebundenen Antikörper wurden nach der Inkubation durch dreimaliges Waschen mit PBS/1% FCS entfernt. Durch Zugabe von 40 µl Ziege-Anti-Pferd-Ig G (H+L)-FITC Konjugat (Verdünnung 1:100 [Dianova, Hamburg]) und einer weiteren Inkubationsstunde im Feuchtbrutschrank bei 37 °C und 5% CO2 konnten gebundene Antikörper von der Probe durch die Bindung der Anti Spezies-Antikörper detektiert werden. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS/1% FCS und Zugabe von 50 µl destillierten Wassers (Aqua bidest.) erfolgte die Auswertung der Platten unter dem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 100 [Carl Zeiss, Oberkochen]). Der Antikörpertiter wurde in der Verdünnungsstufe angegeben, bei der noch ein deutlich fluoreszierendes Signal sichtbar war. Ein Antikörpertiter galt als auffällig bei einer Verdünnungsstufe  > 1: 2560.
	3.2.4  Zellkultur-Methoden
	3.2.4.1  Isolierung von equinen PBMC aus EDTA-Blut mittels Dichtegradientenzentrifugation
	Biocoll Seperating Solution, Dichte 1,077 g/ml (Biochrom AG, Berlin)
	Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (PBS) pH 7,4 / DEPC behandelt
	 Na Cl    137 m Molar (8,00 g)
	 KCl    2,7 m Molar (0,20 g)
	 Na2HPO4 . H2O  8,0 m Molar (1,42 g)
	 KH2PO4   1,8 m Molar (0,24 g)
	 Aqua bidest.   ad 1 l
	 DEPC (0,1 %)   1 ml
	Für die Gewinnung von ausreichend peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) wurden zu jedem Untersuchungszeitpunkt 2 x 30 ml Pferdevollblut in 10 ml EDTA-Vacutainer-Röhrchen (Becton Dickinson, Heidelberg) entnommen. Nach der Blutentnahme wurde das gerinnungsgehemmte Vollblut unmittelbar bis zur Verarbeitung, maximal 24 Stunden nach der Gewinnung, bei 4 °C kühl gelagert. 
	Da der Abbau der zellulären RNA bereits bei geringen physikalischen Einflüssen eintreten kann, wurden alle Arbeitsschritte möglichst schonend und zügig ausgeführt, um eine quantitative und qualitative RNA-Ausbeute zu gewährleisten. 
	Die Vollblutproben wurden zur Abtrennung des Blutplasmas für 15 Minuten bei 1900 UpM (Minifuge 2 [Heraeus Christ, Osterode]) und 4 °C zentrifugiert. Der „Buffy Coat“ ist die Grenzschicht zwischen roten Blutkörperchen und dem Blutplasma, die entsteht, wenn man Blut mit einem Gerinnungshemmer versetzt und zentrifugiert. Der „Buffy Coat“ besteht hauptsächlich aus Leukozyten und Thrombozyten, er macht nur etwa ein Prozent der Blutprobe aus. Zunächst wurde das Blutplasma vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und für serologische Untersuchungsmethoden aufbewahrt. Anschließend wurde die „Buffy Coat“  Bande großzügig abpipettiert und in ein neues 15 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Die „Buffy Coat´s“ aus dem Vollblut wurden im Verhältnis 4 : 1 mit PBS (DEPC behandelt) verdünnt. Für die Dichtegradientenzentrifugation wurde das „Buffy Coat“/PBS-Gemisch vorsichtig auf ein 15 ml Biocoll-Kissen (Dichte 1,077 g/ml [Biochrom AG, Berlin])  geschichtet und für 20 Minuten bei 2000 UpM (Minifuge 2 [Heraeus Christ, Osterode]) und 10 °C zentrifugiert. Die Zellen wurden nach ihren Dichtegradienten getrennt. Die peripheren mononukleären Blutzellen wurden von den sonstigen Blutzellen abgetrennt und waren als grau-weiße Bande zwischen dem gelblich-durchsichtigen Plasma und der farblosen Biocoll-Schicht sichtbar. Unterhalb der Bicoll-Schicht sammelten sich die Erythrozyten und Granulozyten (Abb. 8). 
	 
	     Plasma
	          PBS
	     Thrombozyten                 
	    „Buffy Coat“            PBMC
	                       Biocoll-Schicht 
	     Erythrozyten           (1,077 g/ml)  
	        Erythrozyten
	             (-Rest)
	 Schritt 1:  Zentrifugation  Schritt 2:  Dichtegradientenzentrifugation
	Abbildung 8: Schichtung Gradientenzentrifugation
	Die PBMCs wurden großzügig mit einer Pasteurpipette abgesaugt und in ein neues 15 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Durch Zugabe von 10 ml PBS (DEPC) wurden die PBMCs gewaschen und für 10 Minuten bei 1600 UpM (Minifuge 2 [Heraeus Christ, Osterode]) und   4 °C zentrifugiert. Das resultierende Zellpellet wurde in 1 ml PBS (DEPC behandelt) resuspendiert, die Zellzahl bestimmt und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert. 
	3.2.4.2  Ermittlung der Zellzahl
	Um die Zellzahl zu ermitteln wurde aus den resuspendierten PBMCs eine 1:10 Verdünnung mit PBS angelegt. Die Auszählung der Zellen erfolgte unter dem Lichtmikroskop (Modell: CK 2 [Fa. Olympus, Japan]) in einer Neubauer-Zählkammer. Die Vitalität der Zellen wurde an der glasigen, runden Struktur beurteilt. Es zeigte sich stets eine bis zu 100%ige Vitalität.
	Die Neubauer-Zählkammer besteht aus 4 Gruppenquadraten, die in 4 x 4 Kleinstquadrate mit je 0,05 mm Kantenlänge und mit je 0,0025 mm2 Fläche eingeteilt sind. Für die Ermittlung der Zellzahl wurden je zwei Gruppenquadranten ausgezählt und daraus der Mittelwert gebildet. Durch Multiplikation dieses Wertes mit einem Multiplikationsfaktor (Kehrwert des Produktes aus Quadratfläche [1 mm2] und Kammerhöhe [0,1 mm]; konstanter Faktor = 10) und der eingesetzten Verdünnung erhält man die Zellzahl pro Volumeneinheit [ml]. 
	3.2.4.3  In vitro Stimulation der equinen PBMCs 
	RPMI 1640 Medium (Rosewell Park Memorial Institute Medium 1640):
	 RPMI 1640 Medium-Pulver für 1 Liter
	 NaHCO3   2 g
	 Penicillin G   0,02 g
	 Streptomycinsulfat  0,02 g
	 Aqua bidest    ad 1 l
	 pH 7,2
	RPMI + 10% FCS + 1% Penicillin/Streptomycin
	PBS (Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung):
	 NaCl    137 m Molar (8,00 g)
	 KCl    2,7 m Molar (0,20 g)
	 Na2HPO4 • 2H2O  8,0 m Molar (1,42 g)
	 KH2PO4   1,8 m Molar (0,24 g)
	 Aqua bidest.   ad 1 l
	 pH 7,4
	Concavalin A (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 
	Eine unspezifische Stimulation der PBMCs mit dem Mitogen Concavalin A ermöglicht es, die Zellen zu einer vermehrten Zytokinproduktion anzuregen. Bei dem Mitogen Concavalin A handelt es sich um ein Lektin der Jack-Bohne (Canvalia ensiformis), welches vor allem die Lymphozyten unspezifisch stimuliert. Lektine sind so genannte Phythämagglutinine, die das Wachstum und die Differenzierung bestimmter Zellen fördern können.
	Nach der Isolation der PBMC (siehe 3.2.4.1) und Ermittlung der Zellzahl (siehe 3.2.4.2) wurden ca. 2 x 106 Zellen/ml und Kavität in einem Vierfachansatz auf einer 24-Lochplatte eingesetzt. Hierfür wurden die PBMCs in je 1 ml RPMI + 10% FCS + 1% Penicillin/ Streptomycin pro Kavität in der Menge eines Vierfachansatzes zunächst in einem 15 ml Zentrifugenröhrchen aufgenommen. Anschließend erfolgte die Stimulation mit 3 µg/ml Concavalin A. Die entsprechende Concavalin A Menge ist in einer 1:10 Verdünnung unter sofortigem vorsichtigem Schwenken dazu gegeben worden. Nach der Stimulation wurden die PBMCs zu je 1 ml RPMI-Medium als Vierfachansatz auf die 24-Lochplatte aufgetragen. Zusätzlich wurde eine nicht stimulierte PBMC-/ Mediumkontrolle als Vierfachansatz mitgeführt. Die PBMCs wurden schließlich im Feuchtbrutschrank bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert und 24 Stunden nach der Stimulation geerntet. Für die Zellernte wurden alle PBMCs aus dem Vierfachansatz in einem 15 ml Zentrifugenröhrchen gesammelt, zentrifugiert bei 1600 UpM (Minifuge 2 [Heraeus-Christ, Osterode]) für 5 Minuten bei 10 °C, mit 10 ml PBS gewaschen und erneut unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml PBS gelöst, die Zellzahl wie unter Punkt 3.2.4.2 ermittelt und in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß pelletiert und bis zur Extraktion der RNA bei -70 °C gelagert.  
	3.2.5  Molekulargenetische Methoden
	3.2.5.1  Extraktion der RNA
	3.2.5.1.1  Vorbereitung von Materialien und Reagenzien für die Arbeit mit RNA
	Die RNA ist sehr empfindlich gegenüber dem Verdau durch RNasen. RNasen sind Enzyme, die von jedem Organismus gebildet werden. Sie sind sehr stabil und benötigen, im Gegensatz zu den DNasen, keine Cofaktoren wie Mg2+ um aktiv zu sein. Aus diesem Grund wurden bevorzugt DNase-/RNase-freie, sterile Einmalmaterialien und Reagenzien verwendet. Glaswaren hingegen wurden über Nacht bei 180 °C gebacken (Sambrook et al. 1989). Andere Utensilien, die keine hohen Temperaturen vertragen, wurden mit DEPC-behandeltem Wasser inkubiert. Zur Herstellung von RNase-freiem destilliertem Wasser oder selbst angefertigten Puffern wurden diese mit 0,1% Diethylpryocarbonat (DEPC [Sidma-Aldrich, Saint-Louis]) versetzt, über Nacht bei 37 °C inkubiert und anschließend zur Inaktivierung des DEPC für    15 Minuten autoklaviert. Das DEPC bindet an primäre und sekundäre Amine, wodurch die Aktivität der RNasen zerstört wird (Sambrook et al. 1989). 
	3.2.5.1.2 RNA-Extraktion aus Zellkulturen und PBMC (in vitro und ex vivo)
	Chloroform (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
	75% Ethanol (ad mit Aqua bidest. DEPC-behandelt)
	Isopropanol
	Nuklease-freies Wasser (Promega, Mannheim)
	Trizol® Reagent (Invitrogen, Karlsruhe) 
	Für die RNA-Gewinnung aus den isolierten PBMCs (siehe 3.2.3.1) wurden ca. 2 x 107 in 1 ml PBS (DEPC) verdünnte Zellen in RNase-freie 1,5 ml Reaktionsgefäße für 15 Sekunden bei 10.000 UpM (Centrifuge 5403 [Eppendorf, Wesseling-Berzdorf]) und 20-25 °C pelletiert. Nach der Beschreibung des Herstellerprotokolls von Trizol® Reagent (Invitrogen, Karlsruhe) wurde das Zellpellet nach sorgfältiger Abnahme des Überstandes in 1 ml Trizol® Reagent  aufgenommen und lysiert. Nach fünfminütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde in jedes Reaktionsgefäß 200 µl Chloroform (Sigma-Aldrich, Steinheim) dazu gegeben, für                20 Sekunden kräftig von Hand geschüttelt und 2-3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die anschließende Zentrifugation für 15 Minuten bei 11.000 UpM und 4 °C (Centrifuge 5403 [Eppendorf, Wesseling-Berzdorf]) ergab folgende Schichtung des Röhrchens:
	RNA-Schicht
	Interphase
	Triozol
	Abbildung 9: Schichtung RNA-Präparation
	Die wässrige, RNA-haltige Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Nach der Zugabe von 500 µl Isopropanol wurden die Reaktionsgefäße leicht geschwenkt, 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und erneut für 10 Minuten bei 11.000 UpM und 4 °C (Centrifuge 5403 [Eppendorf, Wesseling-Berzdorf])  zentrifugiert. Die zelluläre Gesamt-RNA war als Pellet nun in der Regel sichtbar und wurde nach dem Dekantieren des Überstandes durch Zugabe von 1 ml 75% Ethanol gewaschen. Nach kurzem Schütteln erfolgte eine Zentrifugation für 5 Minuten bei 11.000 UpM (Centrifuge 5403 [Eppendorf, Wesseling-Berzdorf]) und 4 °C. Der Überstand wurde abgegossen und das RNA-Pellet luftgetrocknet. Die Gesamt-RNA wurde in 40 µl Nuklease freiem Wasser resuspendiert, für 10 Minuten bei 55-60 °C im Wasserbad inkubiert, anschließend für 5 Minuten auf Eis gehalten und nach der Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA im Spectrophotometer (Schimadzu, Japan) bei -70 °C eingefroren. 
	3.2.5.1.3  Konzentrationsbestimmung von RNA 
	Die Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des UV-VIS Spectrophotometers (Schimadzu, Japan). Hiefür wurde zunächst aus der RNA-Probe eine 1:100 Verdünnung für die Vermessung angelegt. Die RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte bei einer Wellenlänge von 260 nm. Als zusätzliche Qualitätskontrolle wurde parallel die Absorption bei 280 nm Wellenlänge gemessen. Aus dem Verhältnis der OD bei 260 nm und der OD bei 280 nm erhält man außerdem eine Aussage über die Reinheit der Präparation. Ist der Koeffizient kleiner als 1,8 bis 2 ist die Präparation mit Protein, genomischer DNA oder aromatischen Substanzen kontaminiert. 
	Die Angabe der RNA-Konzentration erfolgte in µg RNA/ml und wurde berechnet durch Multiplikation mit dem Korrektur-Faktor 4000, unter Berücksichtigung der eingesetzten Verdünnung.
	3.2.5.1.4  RNA-Qualitätskontrolle mittels denaturierender Formaldehyd-
	Agarosegelelektrophorese
	Laufpuffer (10 x konzentriert):
	 MOPS     0,2 Mol (21 g)
	 250 mM EDTA-Stocklösung  10 m Molar (20 ml)
	 Na-Acetat    0,1 Mol (3,4 g)
	 Aqua bidest. (DEPC behandelt) ad 500 ml
	 pH 7 (mit Eisessig einstellen)
	Probenpuffer I (Denaturierungspuffer):
	 10 x Laufpuffer   50 µl
	 Formaldehyd (37%)   50 µl
	 Formamid (deionisiert)  ad 250 µl
	Probenpuffer II:
	 10 x Laufpuffer   4 ml
	 100% Glycerol   10 ml
	 Aqua dest. (DEPC behandelt) ad 20 ml
	 Bromphenolblau   Spatelspitze
	Ethidiumbromid in Aqua bidest. (DEPC behandelt)
	Formaldehyd (37%)
	Aqua bidest. (DEPC behandelt)
	Die RNA-Agarosegelelektrophorese wurde in einer horizontalen Elektrophoresekammer (Owl Separation Systems, Portsmouth) durchgeführt. Die Elektrophoresekammer und alle dazugehörigen Utensilien wurden zunächst über Nacht mit DEPC behandeltem destilliertem Wasser inkubiert. Für die Herstellung des Agarosegels wurden 0,75 g Agarose mit 7,5 ml 10 x Laufpuffer und 49 ml destilliertem Wasser (DEPC behandelt) versetzt und in der Mikrowelle aufgekocht. Nach dem Abkühlen auf ca. 70 °C erfolgte die Zugabe von 13,2 ml Formaldehyd (37%) unter einem Abzug. Es folgte das Auftragen des Gels in die horizontale Elektrophoresekammer. Nachdem das Gel erstarrt war, wurde die Kammer mit 1 x Laufpuffer aufgefüllt. 
	Maximal 9 µl der Gesamt-RNA wurden mit 9 µl Probenpuffer I und 2 µl Ethidiumbromid in Wasser versetzt. Dieses Reaktionsgemisch wurde für die Denaturierung der RNA für 10 Minuten bei 70 °C inkubiert und anschließend für 5 Minuten auf Eis abgekühlt. Nach der Zugabe von 2 µl Probenpuffer II erfolgte das sofortige Auftragen der Probe auf das Gel. Zusätzlich wurde ein RNA-Leiter (RiboRulerTM RNA Ladder [Fermentas, St. Leon-Rot]) mitgeführt. Die Elektrophorese wurde für 3 Stunden mit einer Spannung von 100 Volt durchgeführt. Die Auswertung erfolgte auf einem UV-Transluminator (Biometra, Göttingen). Das Vorhandensein von RNA wurde durch das charakteristische Bild der ribosomalen 18 S und 28 S RNA-Banden bestätigt. Die Qualitätsbestimmung erfolgte anhand der Intensität und Schärfe dieser Banden.
	3.2.5.2  Reverse Transkription (RT)
	SuperScriptTM First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Karlsruhe)
	Die extrahierte Gesamt-RNA aus dem Pferdeblut bzw. aus den equinen PBMCs musste zunächst für die Verwendung in der quantitativen „Real-Time“-PCR in cDNA umgeschrieben werden. Für die reverse Transkription wurde das Reagenziensystem SuperScriptTM First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die mRNA ist charakterisiert durch das Vorhandensein von Poly A+ Schwänzen und macht einen Anteil von ca. 1% an der Gesamt-RNA aus (Horohov et al. 1994). Um möglichst die mRNA aus der Gesamt-RNA in cDNA umzuschreiben, wurden Oligo(dT)-Primer, die selektiv an diese Poly-A+-Schwänze binden und in 5´-Richtung die cDNA synthetisieren, aus dem Reagenziensystem verwendet. Die in dem Reagenziensystem enthaltene SuperScriptTM II Reverse Transkriptase ist eine RNA-abhängige DNA-Polymerase aus dem Moloney murine leukemia virus (M-MLV-RT) und besitzt eine reduzierte RNase H-Aktivität.
	Folgender Reaktionsansatz (Tab. 6 und 7) wurde nach Herstellerangaben verwendet:
	Tabelle 6: RNA-/Primer-Mix
	Komponente
	Volumen in µl
	Gesamt-RNA (< 5 µg/ml)
	n µl
	10 m Molar dNTP mix
	1 µl
	Oligo(dT) (0,5 µg/µl) 
	1 µl
	DEPC-Wasser 
	ad 10 µl
	Tabelle 7: Reaktions-Mix
	Komponente
	Volumen pro Probe in µl
	10 x RT Puffer
	2 µl
	25 m Molar MgCl2
	4 µl
	0,1 Mol DTT
	2 µl
	RNaseOUT 
	1 µl
	Nach Zugabe der Gesamt-RNA mit äquivalenten Ausgangskonzentrationen (0,5 µg bzw. 1 µg Gesamt-RNA) in den RNA-/Primer-Mix erfolgte nach einer fünfminütigen Inkubation bei 65 °C und Abkühlung auf Eis die Zugabe von 9 µl aus dem Reaktions-Mix zu jeder Probe. Für die Annealing-Reaktion wurden die Proben bei 42 °C für zwei Minuten inkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 1 µl SuperScriptTM II Reverse Transkriptase zu jeder Probe. Die cDNA-Synthese wurde bei 42 °C für 50 Minuten durchgeführt. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch eine 15-minütige Inkubation bei 70 °C. Anschließend wurden Reste der RNA entfernt, indem 1 µl RNase H dazu pipettiert und die Proben für 20 Minuten bei 37 °C inkubiert wurden. 
	Im Rahmen der Etablierung dieser Methode wurde der Erfolg der Reaktion überprüft, indem  die cDNA und die extrahierte RNA derselben Probe in die PCR eingesetzt und verglichen wurden. Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
	3.2.5.3  Primerdesign zur Etablierung einer PCR und „TaqMan®-PCR“
	Primer sind synthetisch hergestellte, einzelsträngige Oligonukleotide, die komplementär zu einer Zielgensequenz sind und für die Amplifizierung den Start- und Endpunkt vorgeben. 
	Mit Hilfe der Datenbank des „National Center für Biotechnology Information“ (NCBI, 1998 [http://www.ncbi.nih.nim.gov/]) wurden für die Herstellung geeigneter Primer folgende veröffentlichte Gensequenzen von Equus caballus (Hauspferd) verwendet:
	Tabelle 8: Accession-Nummern
	Zytokin
	Acc.-Nr.:
	Referenz
	IFN-γ
	U04050
	Grüning et. al (1994)
	IL-2
	L06009
	Vandergrifft und Horohov (1993)
	IL-4  
	AF305617
	Mauel und Steinbach (2000)
	IL-10  
	U38200.1
	Swiderski et. al (1999)
	β -Aktin 
	AF035774
	Swiderski et. al (1999)
	GAPDH 
	AF157626
	Boerboom et. al (2000)
	Die Auswahl geeigneter Primersequenzen für die Zytokin-mRNA bzw. Zytokin-cDNA erfolgte mit dem Computerprogramm PrimerExpress® Software (Applied Biosystems, Darmstadt). Für die Herstellung entsprechender Klonierungsfragmente wurden die Primer so konstruiert, dass sie zunächst ein größeres Fragment von ca. 300 bp amplifizierten. Die Primersequenzen für die TaqMan®-PCR lagen innerhalb dieser Fragmente. Bei der Auswahl von Primern für die Zytokin-mRNA wurden drei wesentliche Punkte berücksichtigt: Lage von Exon- und Intron-Grenzen auf der Zielsequenz, verschiedene Gensequenzen des gleichen Zytokins und Sequenzhomologien mit anderen Genen. Um eine mRNA-spezifische Amplifikation zu erreichen, sollte die Bindungsstelle der Primer möglichst an der Grenze zwischen Exon und Intron liegen. Somit wird verhindert, dass es zu einer unspezifischen Amplifikation von unerwünschten DNA-Sequenzen kommt. Des Weiteren ist zu beachten, dass es unter Umständen verschiedene Gensequenzen für das gleiche Zytokin gibt. Daher ist es wichtig, die Primer auf eine entsprechend homologe Sequenz zu generieren. Die Primersequenzen wurden über ein so genanntes „Alignment“ auf eine mögliche Sequenzhomologie mit anderen bekannten Gensequenzen überprüft, um auszuschließen, dass möglicherweise eine falsche Sequenz amplifiziert wird. Hierbei galt es insbesondere die teilweise vorhandene Sequenzhomologie zwischen dem equinen Interleukin-10 und dem   EHV-2-IL-10 zu beachten. 
	Unter Berücksichtigung dieser wesentlichen Kriterien für das Primerdesign wurden darüber hinaus noch folgende Grundlagen bedacht: Die Länge der Primer sollte 20-30 Basen betragen. Mit der Länge des Primers wächst die Schmelztemperatur linear. Die Schmelztemperatur ist die Temperatur, bei der sich die Primer von der Template-DNA lösen, d.h. unterhalb dieser Temperatur hybridisieren sie mit der Template-DNA durch Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den komplementären Basen. Die Schmelztemperatur hängt allerdings auch von der Nukleotidzusammensetzung ab. Sie ist umso höher, je größer die Anzahl an Guanin (G) und Cytosin (C) ist, da G-C-Basenpaarungen durch drei Wasserstoffbrücken stabilisiert werden. Um ausreichend hohe Annealing-Temperaturen zu gewährleisten, sollte die Schmelztemperatur zwischen 55 und 60 °C liegen und für die Primerpaare ähnlich hoch sein. Der GC-Gehalt innerhalb eines Primers sollte höher sein als der Adenin (A)-, Thymidin (T)-Gehalt, um eine festere Bindung an die Template-DNA durch Ausbildung von Dreifachwasserstoffbrückenbindungen zwischen G und C, anstelle von einer zweifachen zwischen A und T, zu gewährleisten. Das Primerpaar sollte keine komplementären Basensequenzen, vor allem an dem jeweiligen 3´-Ende zueinander aufweisen, um die Amplifikation von Primerdimeren zu vermeiden. Ebenfalls sind Bereiche zu vermeiden, die eine interne Sekundärstruktur, eine so genannte Haarnadelstruktur, zulassen.
	Nicht nur das Primerdesign, sondern auch die Primereigenschaften, wie Haarnadelstrukturen, wurden mit dem Computerprogramm PrimerExpress (Applied Biosystems, Darmstadt) überprüft. 
	Für die Etablierung der PCR wurden die Primer in einer Konzentration von 20 µ Molar eingesetzt und unter den nach 3.2.4.4 beschriebenen Bedingungen durchgeführt. Die ausgewählten zytokinspezifischen Primerpaare wurden mit cDNA und genomischer DNA getestet. Die Primerpaare erwiesen sich als spezifisch, wenn sich bei der cDNA eine Bande in der zu erwartenden Fragmentgröße auf dem Agarosegel darstellte, während die genomische DNA nicht amplifiziert wurde und somit keine Bande auf dem Agarosegel sichtbar war. 
	Die Primer für die TaqMan®-PCR wurden in einer Konzentration von 10 µ Molar verwendet. 
	3.2.5.4  Polymerasekettenreaktion (PCR)
	Die Polymerasekettenreaktion (PCR) kam im Rahmen dieser Arbeit zum Einsatz, um eine exponentielle Vervielfältigung von definierten DNA-Sequenzen herzustellen, die zu einem der Überprüfung der cDNA-Qualität (β-Aktin-PCR) diente und zum anderen zur Synthese von definierten DNA-Fragmenten für die Klonierung genutzt wurde. 
	Für die Synthese des komplementären DNA-Stranges wurde die hitzestabile Taq-DNA-Polymerase (5 units/µl [Quiagen, Hilden]) verwendet. Nach der Denaturierung bei 94 °C folgte das Annaeling bei den primerspezifischen Temperaturen (siehe Tab. 10). Die Elongation fand im Temperaturoptimum der Taq Polymerase bei 72 °C statt. Hierbei synthetisierte das DNA-abhängige Enzym von 5´ in 3´- Richtung an der einzelsträngigen Template-DNA. Als weitere Substrate wurden Desoxyribonukleinsäure-Triphosphate (dNTPs, 2,5 m Molar [Bioline GmbH, Luckenwalde]) und 10 x PCR-Reaktionspuffer mit 15 m Molar MgCl2 (Quiagen, Hilden) sowie Nuklease-freies Wasser (Promega, Mannheim) benötigt. 
	Mit jedem PCR-Ansatz wurden eine Negativ- (Substanz- und Präparationskontrolle) und eine Positivkontrolle mitgeführt. Als Positivkontrolle diente das PCR-Produkt, das eine positive Amplifikation in der zu erwartenden Fragmentgröße mit den jeweiligen Primern aufwies. Zu einem späteren Zeitpunkt wurde die Positivkontrolle kloniert und per Sequenzierung die korrekte Zytokin-mRNA Sequenz überprüft und bestätigt. 
	Nach Beendigung des PCR-Laufes erfolgte eine analytische Agarosegelelektrophorese (siehe 3.2.5.5). Hierbei wurde jedes Mal ein DNA Leiter (Hyperladder I, 100 bp [Bioline, Luckenwalde]) mit aufgetragen, um Fragmentgröße und –konzentration abzuschätzen.
	3.2.5.4.1  β-Aktin-PCR zur Überprüfung der cDNA-Qualität
	Zur Präparationskontrolle der unter 3.2.5.1.2 beschriebenen RNA-Extraktion und der daraus resultierenden cDNA-Synthese (siehe 3.2.5.2) kann der Nachweis von β-Aktin dienen.        Das β-Aktin-Gen ist in allen eukaryotischen Zellen enthalten und wird als hoch konserviertes Zellstrukturprotein von allen Zellen gebildet (Shankar et al. 1992). Es wird auch als Housekeeping Gen bezeichnet, da die Expression des Zellstrukturproteins nicht reguliert wird und somit konstant ist. Demzufolge ist ein positiver Nachweis von β-Aktin ein Indikator für die Qualität und Quantität der durchgeführten RNA- bzw. cDNA- Präparationen. Zur Kontrolle, ob erfolgreich RNA bzw. cDNA präpariert werden konnte, wurde stichprobenartig die β-Aktin-PCR durchgeführt. Das Gesamtvolumen des PCR-Reaktionsansatzes von 50 µl wurde durch Substitution einer entsprechenden Menge Nuklease-freien Wassers erreicht. 
	Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 
	5 µl   10 x Reaktionspuffer
	5 µl   dNTPs      
	1,5 µl   Primer A
	1,5 µl   Primer B
	0,3 µl   Taq-Polymerase
	2 µl   cDNA     
	Die β-Aktin-PCR wurde mit 44 Amplifikationszyklen in einem Wasserbadcycler (Thermocycler 60 [Bio-med, Theres]) durchgeführt.
	Die spezifischen Oligonukleotidprimer (Tab. 9) für die β-Aktin-PCR wurden bereits im Institut für Virologie erfolgreich etabliert und für diese Arbeit zur Verfügung gestellt.      
	Tabelle 9: β-Aktin-Primersequenzen
	Primer
	Sequenz
	Fragmentgröße
	A
	5`- GTGTGGTGCCAAATCTTCTCC -3`
	    
	      248 bp
	B
	5`- GCGCTCGTCGTCGACAACGG -3`
	Primer
	Zytokin
	Annealing-Temperatur
	Zyklenanzahl
	Fragmentgröße
	EqIFNg-228F / EqIFNg-566R
	Equines Interferon-γ
	54 °C
	35
	293 bp
	EqIL-2-25F / 
	EqIL-2-362R
	Equines Interleukin 2
	59 °C
	35
	338 bp
	EqIL-4-15F / 
	EqIL-4-332R
	Equines Interleukin 4
	57 °C
	35
	318 bp
	EqIL-10-217F / EqIL-10-519R
	Equines Interleukin 10
	56 °C
	35
	324 bp
	Für die Herstellung der Amplifikate der Housekeeping Gene β-Aktin und GAPDH wurden folgende PCR-Bedingungen verwendet:
	Aktivierung der Polymerase:  2 Minuten bei 50 °C
	Initiale Denaturierung:  10 Minuten bei 95 °C
	Denaturierung:   15 Sekunden bei 95 °C
	Annealing / Elongation:  1 Minute bei 60 °C
	Anzahl der Zyklen:   40
	Die verwendeten Primer sind der Tabelle 11 zu entnehmen. Die Primersequenzen wurden bereits unter dem Punkt 3.1.2 aufgeführt.
	Tabelle 11: Primer Housekeeping Gene
	Primer
	Zytokin
	Fragmentgröße
	Eq-betaAktin-F / 
	Eq-betaAktin-R
	Equines β-Aktin
	94 bp
	Eq-GAPDH-F / 
	Eq-GAPDH-R
	Equines GAPDH
	128 bp
	3.2.5.5  Analytische Agarosegelelektrophorese der DNA-Fragmente
	TAE-Puffer (10x)
	 Tris      0,4 Mol (48,5 g)
	 Na-Acetat     0,06 Mol (4,13 g)
	 EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat, pH 7,9 0,01 Mol (3,7 g)
	 Aqua bidest.     ad 1 l
	Probenpuffer
	 0,25% Bromphenolblau (w/v)  250 mg
	 15% Biocoll (Dichte 1,077) (w/v)  15 g
	 Aqua bidest.     ad 100 ml
	Ethidiumbromidlösung (10 mg/ml)
	TAE-Laufpuffer (1x)
	 10 x TAE-Puffer    200 ml
	 Ethidiumbromidlösung   80 µl
	 Aqua bidest.     ad 2 l
	 
	Mit der horizontalen Agarosegelelektrophorese kann man einerseits die Größe von DNA Fragmenten und andererseits die Konzentration von DNA bestimmen. Die DNA-Fragmente wandern unter Anlegen einer elektrischen Spannung, abhängig ihres Ladungszustandes und ihrer Größe, unterschiedlich weit von einem negativ geladenen Pol zu einem positiv geladenen Pol. Je nach Größe des zu erwartenden DNA-Fragments wurden Standard-Agarosegele (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) in einer Konzentration von 0,7% bis 1,5% in 1 x TAE-Laufpuffer, versetzt mit Ethidiumbromid (Endkonzentration: 0,4 µg/ml), verwendet. Die Agarose wurde in einer Mikrowelle durch kurzes Aufkochen verflüssigt, anschließend leicht abgekühlt und in eine horizontale Gelkammer gegossen. Nach dem vollständigen Erstarren des Gels wurde die Gelkammer mit 1 x TAE-Laufpuffer aufgefüllt. Aus dem PCR-Ansatz wurden 15 µl des PCR-Produktes mit 2 µl Probenpuffer versetzt und in die Gelslots aufgetragen. Zusätzlich wurde ein DNA-Längenstandard (Hypperladder I, 100 bp [Bioline, Luckenwalde]) zur Ermittlung der Fragmentgröße und –konzentration mitgeführt.  Die Elektrophorese wurde ca. 1 Stunde mit einer Spannung von 100 V (Power Supply [Pharmacia, Freiburg]) durchgeführt, das Agarosegel anschließend auf einem UV Transluminator (Biometra, Göttingen) ausgewertet und das Ergebnis mit einer Polaroid-Sofortbildkamera (Polaroid Film 667) dokumentiert. 
	3.2.5.6  Klonierung und Sequenzierung
	3.2.5.6.1  Präparative Agarosegelelektrophorese und DNA-Isolierung
	1 x TAE-Laufpuffer
	Ethidiumbromidlösung (10 mg/ml)
	Probenpuffer
	Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Mannheim)
	Die PCR-Amplifikate wurden wie unter dem Punkt 3.2.5.4.2 hergestellt und mittels der präparativen Agarosegelelektrophorese aus dem Agarosegel isoliert. Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Amplifikate erfolgte, wie unter dem Punkt 3.2.5.5 beschrieben, unter Verwendung von 0,9%iger Standard-Agarose (Carl Roth, Karlsruhe), bei 100 V für 30 bis 45 Minuten. Der gesamte 50 µl Reaktionsansatz (3.2.5.4.2) des PCR-Produktes wurde mit 5 µl Probenpuffer versetzt und in entsprechend große Slots in dem Gel aufgetragen. Die Präparation des PCR-Produktes erfolgte auf dem UV-Transluminator (FLX-20M [Biometra, Göttingen]) mit 70%iger Leistung. Die PCR-Amplifikate wurden mittels steriler Einmalskalpelle (Ratiomed, Megro GmbH, Wesel) aus dem Gel herausgeschnitten und in DNase-/RNasefreie Reaktionsgefäße (Carl Roth, Karlsruhe) überführt. 
	Anschließend wurden die PCR-Amplifikate aus dem Gel mit dem Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Mannheim) aufgereinigt und isoliert. Die Isolierung fand entsprechend der Herstellerangaben statt. Durch Zugabe einer speziellen „Membran Binding Solution“ (salzhaltiger Puffer) konnten die Nukleinsäuren durch Entzug ihrer Hydrathüllen an eine spezielle Membran gebunden werden. Nach zweimaligem Waschen mit einer „Membran Wash Solution“ wurde das Salz der „Membran Binding Solution“ entfernt und anschließend wurde die DNA in Nuklease-freiem Wasser eluiert. 
	Der Erfolg der DNA-Isolierung wurde mittels einer Kontroll-Agarosegelelektrophorese überprüft. Hierfür wurden mindestens 50 ng DNA eingesetzt. Nach Angaben des Herstellers werden bei DNA-Größen von ca. 100 bp bis 500 bp ca. 84% bis 89% der DNA aufgereinigt. Unter Berücksichtigung der DNA-Verluste wurden 15 µl aus der Gelaufreinigung mit            2 µl Probenpuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die Bedingungen für die Gelelektrophorese entsprachen den oben genannten. Durch Abschätzung der Leuchtstärke der gewünschten Bande erfolgte die Berechnung der DNA-Konzentration für den Ligationsansatz. 
	3.2.5.6.2  Ligation
	pGEM®-T Easy Vector System (Promega, Mannheim)
	Bei der Ligation wird das zuvor extrahierte PCR-Fragment (Insert) in einen Plasmid-Vektor eingeschleust. 
	Die isolierte DNA (3.2.5.6.1) wurde in das pGEM®-T Easy Vector System (Promega, Mannheim) nach Angaben des Herstellers in die Ligation eingesetzt. Das optimale Insert-Vektor-Verhältnis liegt bei 3 : 1. Die Berechnung der einzusetzenden Insertmenge erfolgte anhand folgender Formel: 
	50 ng Vektor x Fragmentgröße [bp] des gewünschten Inserts
	Insertmenge [ng] =
	3,0 kb Vektor x 3
	Für jede isolierte DNA wurden zwei verschiedene Insertkonzentrationen in die Ligation eingesetzt. Zusätzlich wurden eine Positiv-Kontrolle mit einem Kontroll-Insert (542 bp) des Herstellers und eine Negativ-Kontrolle mitgeführt. Der Ligationsansatz wurde über Nacht bei 4 °C inkubiert. 
	Folgendes Pipettierschema wurde verwendet:
	Tabelle 12: Pipettierschema Ligationsansatz
	Komponenten 
	Probe 
	Konz. 1
	Probe 
	Konz. 2
	Positiv- Kontrolle
	Negativ- Kontrolle
	2 x Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase
	     5 µl
	     5 µl 
	     5 µl 
	     5 µl
	Deionisiertes Wasser ad 10 µl
	     2 µl
	     --
	     1 µl
	     3 µl
	Kontroll Insert DNA 
	(4 ng / µl)
	     --
	     --
	     2 µl
	     --
	PCR-Produkt (Probe)
	     1 µl
	     3 µl
	     --
	     --
	pGEM-T Easy Vektor (50 ng)
	     1 µl
	     1 µl
	     1 µl
	     1 µl
	T4 DNA Ligase 
	( 3 Weiss units / µl)
	     1 µl
	     1 µl 
	     1 µl
	     1 µl
	3.2.5.6.3  Transformation
	Epicurian Coli® SoloPack® Gold Supercompetent Cells (Stratagene, Amsterdam) 
	Ampicillin 20 mg/ml Stammlösung, sterilfiltriert
	LB-Agarplatten
	 LB Broth, Miller (Luria-Bertani) 200 ml
	 Agar Noble    3 g
	NZY-Medium, pH 7,5    
	 NZ amine    10 g
	 Hefeextrakt    5 g
	 NaCl     5 g
	 Aqua bidest.       ad 1 l
	Zur Vorbereitung der Bakterienkulturschalen wurde zunächst das LB Broth, Miller Medium (Difco, Michigan) nach Herstellerangaben zubereitet und sofort autoklaviert. Durch Zugabe von 3 g Agar Noble in 200 ml LB Broth Lösung wurde ein 1,5%iges Agar hergestellt. Zum Gießen der Bakterienkulturschalen erfolgte ein Aufkochen von 200 ml LB-Agar, Abkühlen auf 50 °C und Zugabe von 1 ml Ampicillin-Stammlösung (20 mg/ml). In jede 10-cm-Bakterienkulturschale wurden ca. 15 ml LB-Agar gegossen, nach dem Erstarren mit Parafilm verschlossen und bis zur Verwendung bei 4 °C aufbewahrt. 
	Bei der Transformation wird der Vektor mit gewünschtem Insert in Bakterienzellen eingeschleust. Hierfür wurden die Epicurian Coli® SoloPack® Gold Supercompetent Cells (Genotyp: TetrΔ(mcrA)183 Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F´proAB lacqZΔM15 Tn10(Tetr) Amy Camr]) verwendet. Zur Vorbereitung für die Transformation wurden zunächst die superkompetenten Zellen nach Angaben des Herstellers mit XL 10-Gold ß-Mercaptoethanol versetzt, auf Eis inkubiert und jeweils in 15 ml sterilen Zentrifugenröhrchen zu je 25 µl portioniert. Von jedem Ligationsansatz wurden 5 µl (1-4 ng DNA) in die 15 ml Zentrifugenröhrchen zu den superkompetenten Zellen pipettiert und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte der Hitzeschock der Bakterien für genau 60 Sekunden in einem 54 °C warmen Wasserbad. Nach zweiminütiger Abkühlung auf Eis wurden 150 µl NZY-Medium, das auf 42 °C vorgewärmt wurde, hinzu gegeben. Die Transformationsansätze wurden dann im Schüttelinkubator (Certomat® H/U [Braun Biotech International, Melsungen]) bei 150 UpM für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation im Schüttelinkubator wurden die transformierten Bakterien zu 50 µl und zu 100 µl auf die LB-Agarplatten ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Die LB-Agarplatten wurden zuvor mit  35 µl x-Gal und 15 µl IPTG versetzt, um eine Blau/Weiß Selektion der Bakterien zu ermöglichen.
	3.2.5.6.4  Blau/Weiß Selektion
	X-gal (4-Chlor-5-Brom-3-Indol-β-D-Galaktosid) 5% (w/v) in Dimethylformamid
	IPTG (Isopropyl- β-D-Thiogalaktosid) 20% (w/v) in Aqua bidest.
	Die Blau/Weiß Selektion beruht auf einer Hemmung des Enzyms β-Galactosidase, wodurch sich die Bakterienkulturen, die das Insert enthalten, weiß färben.
	Dafür wurden ampicillinhaltige LB-Agarplatten (100 µg/ml) verwendet, die mit 35 µl X-Gal (5%) und 15 µl IPTG (20%) vor dem Ausplattieren versetzt wurden. IPTG induziert die Herstellung von β-Galactosidase. Dieses Enzym setzt X-Gal um, wobei ein blauer Farbstoff entsteht. Befindet sich das Insert in den transformierten Bakterien, unterbindet es die Herstellung der β-Galactosidase durch Inaktivierung des α-Peptids der β-Galactosidase codierenden Region des lacZ´Gens. Dementsprechend färbten sich die Bakterienkolonien bei Vorhandensein eines Inserts weiß und bei fehlendem Insert blau (Abb. 11). 
	  Weiße Kultur (mit Insert)
	  Blaue Kultur (ohne Insert)
	Abbildung 11: Bakterienkulturen, Blau/Weiß Selektion
	Nach der Inkubation wurden die Bakterienkolonien ausgezählt und für jedes Insert die Transformationseffizienz, die Ligationseffizienz und die Religierungseffizienz bestimmt. 
	3.2.5.6.5  Plasmid-DNA-Präparation
	LB-Medium
	 LB Broth, Miller (Luria-Bertani)  25 g
	 Aqua bidest.     ad 1000 ml
	Ampicillin 20 mg/ml Stammlösung, sterilfiltriert
	mi-Plasmid Miniprep Kit (Metabion, Martinsried)
	Im Durchschnitt wurden 5 bis 6 weiße Bakterienkolonien pro Platte ausgewählt, als Einzelkolonie gepickt und in 5 ml ampicillinhaltigem (100 µg/ml) LB-Flüssigmedium über Nacht bei 37 °C im Schüttelinkubator bei 150 UpM inkubiert (Certomat® H/U [Braun Biotech International, Melsungen]). 
	Die Plasmid-Präparation erfolgte mit dem mi-Plasmid Miniprep Kit (Metabion, Martiensried) nach Angaben des Herstellers. Aus den Bakterienflüssigkulturen wurden 1,5 bis 2 ml in ein DNase-/RNase-freies Reaktionsgefäß (Carl Roth, Karlsruhe) überführt und für eine Minute bei 13.000 U/min und Raumtemperatur zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge [Eppendorf, Wesseling-Berzdorf]). Nach vollständiger Entfernung des Überstandes wurde das Zellpellet mit der „Cell Resuspensions Solution“ resuspendiert. Durch Zugabe von „Cell Lysis Buffer“ wurde die Membran der Bakterienzellen zerstört und die Plasmid-DNA freigesetzt. Der „Binding Puffer“ bindet die freigesetzte Plasmid-DNA. Durch Zentrifugieren bei 13.000 U/min für 10 Minuten und Raumtemperatur (Eppendorf Centrifuge [Eppendorf, Wesseling-Berzdorf]) setzten sich die Zellreste als Pellet unten ab. Die im flüssigen Überstand enthaltene Plasmid-DNA wurde über eine spezielle Membran gebunden, gewaschen und in 50 µl Nuklease-freiem Wasser eluiert. 
	Zur Überprüfung der erfolgreichen Plasmid-Präparation und zur Bestimmung der Plasmid-DNA-Konzentration wurden die Proben auf ein 0,7%iges Agarosegel aufgetragen (siehe 3.2.5.5). Hierfür wurden 100 ng Plasmid-DNA eingesetzt. Nach Angaben des Herstellers können 30.000 ng Plasmid-DNA präpariert werden. Demzufolge wurde ein Volumen von 5 µl Plasmid-DNA mit 10 µl Aqua bidest. und 2 µl Probenpuffer versetzt und auf das Agarosegel aufgetragen. Das Vorhandensein der zu erwartenden DNA-Banden wurde nach 30 bis 45 Minuten bei 100 V auf dem UV-Transluminator (FLX-20M [Biometra, Göttingen]) überprüft. 
	In der Regel konnten drei Banden (Abb. 12) bei der Plasmid-DNA festgestellt werden, die aus den unterschiedlichen Zustandsformen der Plasmid-DNA resultierten. Dabei handelte es sich bei den größeren Fragmenten um die „super coiled“ Form, bei dem mittleren Fragment um die ringförmige Form und bei dem kleinsten Fragment um die linearisierte Form. 
	Anschließend wurde die Konzentration der Plasmid-DNA rechnerisch bestimmt und lag durchschnittlich bei 20 ng/µl.
	                   M      1      2      3     4      5
	  M = DNA-Leiter (100 bp) „super coiled“ Form       
	  1-2 = Plasmid-DNA Proben  ringförmige Form
	             linearisierte Form   
	Abbildung 12: Zustandsformen der Plasmid-DNA
	3.2.5.6.6  Restriktionsenzymanalyse
	Eco RI Enzym (20.000 U/ml [New England Biolabs, Frankfurt am Main])  
	NE Buffer Eco RI, 10 x (New England Biolabs, Frankfurt am Main)
	Probenpuffer
	Sequenz von Eco RI:
	5´GAATTC  3`
	    3´ CTTAAG  5´
	Die Restriktionsenzymanalyse gibt Hinweis darauf, dass das Fragmentstück erfolgreich in das Plasmid einkloniert wurde. Bestimmte Restriktionsenzyme schneiden das klonierte Fragment wieder aus dem Plasmid heraus. Der Vektor besitzt so genannte T-Überhänge, die die Bindungsstelle für die A-Überhänge des PCR-Produktes sind. Daher ist es wichtig eine geeignete Taq-Polymerase auszuwählen, die diese A-Überhänge im PCR-Fragment bildet. Die Schnittstelle des Enzyms muss also auf der Höhe der T-Überhänge liegen. 
	Des Weiteren muss bei der Auswahl des geeigneten Enzyms darauf geachtet werden, dass das eingeschleuste Fragment möglichst nicht von diesem Enzym geschnitten wird. 
	Für den Restriktionsenzymverdau wurde die Plasmid-DNA in einer durchschnittlichen Konzentration von 20 ng/µl eingesetzt. Der Restriktionsansatz wurde eine Stunde im Wasserbad bei 37 °C inkubiert und durch anschließende Zugabe von Probenpuffer wurde die Reaktion beendet. Die Ermittlung der geschnittenen Fragmentgrößen erfolgte über eine Agarosegelelektrophorese, die, wie unter 3.2.5.5 beschrieben, mit einem 0,7%igen Agarosegel durchgeführt wurde. Anschließend wurde die Gensequenz der einklonierten Fragmentstücke in der Plasmid-DNA mittels Sequenzierung überprüft (siehe 3.2.5.6.8). Die zu erwartenden Fragmentgrößen sind in der Tabelle 13 aufgelistet. 
	Der Reaktionsansatz für den Restriktionsenzymverdau setzte sich wie folgt zusammen:
	REA-Ansatz von 50 µl:
	2 µl   NE Buffer Eco RI 
	1 µl   Eco RI Enzym
	5 µl   Plasmid-DNA 
	Ad 50 µl  Aqua bidest. (42 µl)
	Tabelle 13: Erwartete Fragmentgrößen
	DNA-Sequenz
	Fragmentgröße
	pGEM-T Easy Vektor
	3 kb
	Kontroll-Insert
	542 bp
	IFN-γ 
	293 bp
	Il-2
	338 bp
	Il-4
	318 bp ( 2 Fragmente: 141 bp und 177 bp
	Il-10 
	324 bp
	3.2.5.6.7  Glyceroldauerkulturen
	NUNC Cryo TubeTM Vials (Nunc, Wiesbaden)
	Glycerin (> 98%, Ph. Eur., wasserfrei [Carl Roth, Karlsruhe])
	Die erfolgreich transformierten Bakterien aus den Flüssigkulturen wurden zur dauerhaften Lagerung in Glycerol konserviert und bei -70 °C gelagert. 
	Dafür musste 300 µl Glycerol in ein 2 ml-Cryo-Röhrchen (Nunc, Wiesbaden) abgefüllt und sterilisiert werden. Anschließend wurden 500 µl aus den Bakterienflüssigkulturen dazugegeben und die Cryo-Röhrchen bei -70 °C gelagert.
	Aus dieser Dauerkultur konnten die Bakterien erneut mit einer sterilen Impföse auf eine LB Agarplatte (mit Ampicillin [100 µg/ml]) ausgestrichen werden oder in 5 ml LB Flüssigkultur (mit Ampicillin [100 µg/ml]) über Nacht bei 37 °C angezüchtet werden.  
	3.2.5.6.8  Sequenzierung
	Zur Kontrolle, ob die gewünschten Zytokin-DNA-Sequenzen erfolgreich kloniert werden konnten, wurde jeweils die Plasmid-DNA sequenziert. 
	Die Sequenzierung fand im Robert-Koch-Institut (Nordufer 20, 13353 Berlin-Wedding) statt. Hierbei wurde in Anlehnung an Sanger et al. (1977) die Sequenzierung mittels ABI PRISM® 3130x Genetic Analyser (Applied Biosystems, Darmstadt) unter Verwendung des ABI PRISM® BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Darmstadt) durchgeführt. Bei der automatischen Sequenzierung wird die DNA zuvor durch eine Standard-PCR mit Fluoreszenzfarbstoff beladenen Didesoxynucleotiden (BigDye) markiert, die dann vom Gerät während der Kapillargelelektrophorese mittels Laser gemessen werden. Als Primer wurde der T7 Promoter Sequenzierungs-Primer (5´-TAATACGACTCACTATAGG-3` [TIB Molbiol, Berlin]) verwendet. Die Plasmid-DNA wurde zuvor mit einem Spectrophotometer (DU® 640 B [Beckman Coulter, Krefeld]) vermessen und in einer Konzentration von ca. 16 ng/µl in die PCR eingesetzt. 
	Der Sequenzierungs-PCR-Ansatz erfolgte in einem Volumen von 10 µl:
	 2 µl   5-fach Puffer
	 1 µl   Big Dye
	 0,5 µl  T 7-Primer (10 µ Molar)
	 1 µl  Plasmid-DNA
	 ad 10 µl  H2O (5,5 µl)
	Die PCR wurde in einem Heizblockcycler (Gene Amp® PCR System 9700 [Applied Biosystems]) nach folgenden Bedingungen durchgeführt:
	Initiale Denaturierung: 2 Minuten bei 96 °C
	Denaturierung:  10 Sekunden bei 96 °C
	Annealing:   5 Sekunden bei 55 °C
	Elongation:   4 Minuten bei 60 °C
	Anzahl der Zyklen:  25
	Um zu verhindern, dass Primerreste, BigDye und Salze durch die Kapillargelelektrophorese gelangen, wurden die Proben nach der PCR mit SephadexTM G-50 (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Schweden) aufgereinigt, im Sequenziergerät ABI PRISM® 3130x sequenziert und mit Hilfe des Computerprogramms „Foundation Data Collection 3.0“ (Applied Biosystems, Darmstadt) ausgewertet. 
	3.2.5.7  „Real-Time“ TaqMan®- PCR
	Die „Real-Time“ TaqMan®- PCR ist eine sensitive Detektionsmethode, die zum Nachweis von Zytokinkonzentrationen gut geeignet ist. Mit Hilfe der „Real-Time“ TaqMan®- PCR kann durch Ausnutzung fluoreszierender Signale die Menge an PCR-Produkten im Reaktionsverlauf ermittelt werden und durch Erstellung einer Standardkurve, basierend auf einer Verdünnungsreihe mit bekannten Konzentrationen von entsprechender Plasmid-DNA, kann auf die Kopienzahl der cDNA geschlossen werden. Die Anzahl der Kopien kann wiederum durch Bezug auf ein weiteres nicht reguliertes Housekeeping Gen normalisiert werden. 
	Die Durchführung der „Real-Time“ TaqMan®- PCR erfolgte nach freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. G. Pauli und unter Betreuung von Dr. H. Ellerbrok im Robert-Koch-Institut, Berlin.
	3.2.5.7.1  Primer- und Sondendesign für die TaqMan®-PCR
	Die Primer für die Real-Time“ TaqMan®- PCR wurden nach den Kriterien, wie unter 3.2.5.3 beschrieben, hergestellt. Die Auswahl geeigneter TaqMan®-PCR-Sonden erfolgte unter Berücksichtigung der Primersequenzen mit Hilfe der PrimerExpress® Software (Applied Biosystems, Darmstadt). Die TaqMan®-Sonde besitzt am 5´-Ende einen fluoreszierenden Reporter-Farbstoff und am 3´-Ende einen Quencher-Farbstoff. Als Reporterfarbstoff wurde FAM (6-Carboxy-Fluorescein) eingesetzt, während TAMRA (6-Carboxytetramethyl rhodamin) als Quencher-Farbstoff verwendet wurde. Ein Phosphat-Anhang blockierte das  3´ Ende der Sonde, um eine Extension während der PCR zu vermeiden. Für die Auswahl einer geeigneten Sonde wurden folgende Punkte berücksichtigt: Das 5´-Ende der Sonde sollte möglichst nahe am 3´-Ende des PCR-Primers liegen. Der GC-Gehalt der Sonde betrug etwa 40-60%, während mehr als drei Nukleotide des gleichen Typs in Folge vermieden wurden. Die Hybridisierungstemperatur der Sonde sollte möglichst 5-10 °C höher liegen, als die der PCR-Primer. Bei der Länge der Sonde war zu berücksichtigen, dass diese zwischen 20 und 30 Basen liegen sollte, um einerseits ausreichende Spezifität zu gewährleisten und andererseits um Sekundärstrukturausbildungen zu verhindern. 
	Die TaqMan®-Sonden und die Primer wurden in einer Konzentration von 10 µ Molar in die PCR eingesetzt. Zur Etablierung der Primer und Sonden für die TaqMan®-PCR wurde cDNA und genomische DNA überprüft. Eindeutige Signale kamen dabei nur von den cDNA-Proben. Unterschiedliche Konzentrationen der Primer sowie unterschiedliche Annealing-Temperaturen hatten kaum Einfluss auf die Amplifikation, so dass mit einer Standardbedingung alle Zytokine amplifiziert werden konnten. Die PCR-Bedingungen sind dem Punkt 3.2.5.7.4 zu entnehmen.
	3.2.5.7.2  Housekeeping Gene (Referenzgene)
	Als Referenzgene wurden so genannte Housekeeping Gene verwendet. Bei den Housekeeping Genen handelt es sich um nicht regulierte, d.h. konstant exprimierte Zellproteine oder Stoffwechselenzyme, die von jeder eukaryotischen Zelle gebildet werden. Im vorliegenden Versuch wurden zwei Housekeeping Gene, β-Aktin und GAPDH (Glyceraldehyd-3-phopsphat Dehydrogenase), zur Standardisierung der Zytokinexpression bestimmt.  Bei dem β-Aktin handelt es sich um ein Zellstrukturprotein (Shankar et al. 1992), während GAPDH ein Schlüsselenzym der Glykolyse ist. Die Expression der Housekeeping Gene kann teilweise intra- und interindividuelle Unterschiede aufweisen oder durch Hypoxie und Zellproliferation verändert werden, so dass eine Überprüfung von zwei Housekeeping Genen erforderlich war, um herauszufinden, welches der Gene als Referenzgen unter den spezifischen experimentellen Bedingungen besser geeignet ist.
	3.2.5.7.3  Erstellung von Standard-Verdünnungsreihen mit definierter Kopienzahl 
	Bei einer so genannten Standard-Verdünnungsreihe handelt es sich um eine Verdünnungsreihe mit bekannter Zytokin-DNA-Sequenz, wobei die Anzahl der DNA-Moleküle in jeder Verdünnungsstufe bekannt ist. Hierfür wurde die klonierte Plasmid-DNA (3.2.5.6) zuvor mit einem Spectrophotometer (DU® 640 B [Beckman Coulter, Krefeld]) bei 260 nm vermessen und dann mit Hilfe der Loschmidt´schen-Zahl (Avogadro-Zahl) die Anzahl der Moleküle ausgerechnet. Die Loschmidt-Zahl (Avogadrosche Konstante) ist eine Konstante, die die Zahl der Moleküle in einem Mol (mol) angibt. Für die Avogadrosche Konstante gilt: NA = 6,023 x 1023 mol-1. Unter Berücksichtigung der molaren Masse einer bekannten Probe, lässt sich die Stoffmenge auch in der Einheit g/mol angeben. Eine Base hat ein durchschnittliches Molekülgewicht von 330 g/mol, ein Basenpaar folglich 660 g/mol. Das Molekülgewicht eines DNA-Fragments errechnet sich aus der Anzahl der Basenpaare multipliziert mit 660. Mit Hilfe der molaren Masse lässt sich daraus die DNA-Menge ermitteln (Mülhardt 2006).  Ein Genfragment von 1 kb enthält in 1 ng DNA 9,1 x 108 Kopien pro µl. Unter der Annahme, dass die verwendete Plasmid-DNA (Vektor: 3 kb, Insert: 300 bp) aus 3300 Basen besteht, kann die Anzahl der Kopien in der Plasmid-DNA-Probe aus dem Produkt der gemessenen Konzentration und den 9,1 x 108 Kopien pro ng DNA durch Bildung des Quotienten mit den 3,3 kb der Plasmid-DNA unter Berücksichtigung der eingesetzten Verdünnung bei der Konzentrationsbestimmung berechnet werden. 
	Die Plasmidzahl pro µl wurde folgendermaßen errechnet: 
	  DNA-Konzentration [ng/µl] x DNA-Menge (9,1 x 108 Moleküle/ng)
	Kopien/µl =        x   eingesetzte Verdünnung
	  3,3 kb Plasmid-DNA 
	Die Tabelle 14 gibt die ermittelten Konzentrationen der Plasmid-DNA unter Berücksichtigung der eingesetzten Verdünnung und die daraus resultierenden Kopienzahl     je µl wieder.
	Tabelle 14: Ermittelte Plasmidkonzentrationen
	Plasmid
	DNA-Konz. (ng/µl)
	Kopien / µl
	IFN-γ
	340 
	9,3 x 1010
	IL-2
	316
	8,7 x 1010
	IL-4
	154
	4,2 x 1010
	IL-10
	156
	4,3 x 1010
	β-Aktin
	425
	1,2 x 1011
	GAPDH
	330
	9,0 x 1010
	Anhand dieser Daten der Tabelle wurden die Standard-Verdünnungsreihen von 1 x 100 bis 
	1 x 105 Kopien pro µl hergestellt. Für die PCR wurden jeweils 10 µl aus der entsprechenden Verdünnungsstufe eingesetzt, so dass in der höchsten Verdünnung 10 Kopien enthalten waren und in der niedrigsten 1.000.000 Kopien. 
	3.2.5.7.4  Durchführung der „Real-Time“ TaqMan®- PCR
	MicroAmp® Optical 96-well Reaction Plate (Applied Biosystems, Darmstadt)
	TaqMan-Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Darmstadt)  
	Die „Real-Time“ TaqMan®-PCR ermöglicht eine absolute Quantifizierung von Zytokin-mRNA bzw. cDNA-Kopien. Während eines PCR-Laufes wird die Ausgangsmenge der Zytokin-mRNA bzw. cDNA-Kopien in der Gesamt-RNA bzw. Gesamt-cDNA der ex vivo und in vitro isolierten equinen PBMCs bestimmt. Hierfür wurde das ABI PRISMTM 7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Darmstadt) verwendet. Der optisch modifizierte Heizdeckel ermöglicht es, die Fluoreszenzanregung in jedem Reaktionsgefäß durch einen Laser (488 nm) über einen Spiegel an einen Spektrographen weiterzuleiten. Die Fluoreszenzsignale werden dann mit Hilfe einer CCD-Kamera in ein digitales Signal umgewandelt. 
	Für jede ex vivo und in vitro Probe wurden die ausgewählten Zytokine sowie die ausgewählten Housekeeping Gene (β-Aktin und GAPDH) im Doppelansatz bestimmt und mit dem daraus resultierenden Mittelwert die anschließenden Berechnungen durchgeführt. Zum Ausschluss von Verunreinigungen wurde bei jedem PCR-Ansatz eine „No-Template“-Kontrolle mitgeführt. Zu jedem PCR-Lauf wurde die entsprechende Standard-Verdünnungsreihe des zu untersuchenden Zytokins mit bestimmt. Die Reaktionsansätze wurden jeweils in einem Gesamt-Volumen von 25 µl pro Reaktionsgefäß auf eine MicroAmp® Optical 96-well Reaction Plate (Applied Biosystems, Darmstadt) aufgetragen und mit einer optischen Folie verschlossen.
	Alle benötigten Komponenten wurden in einen Gesamtansatz von 15 µl pro Probe ohne Zugabe des cDNA-Templates in entsprechender Menge als Komponenten-Mix nach folgendem Schema pipettiert:
	Tabelle 15: Pipettierschema TaqMan®-PCR-Reaktionsansatz
	Komponente
	Volumen pro Loch/Probe
	TaqMan-Universal PCR Master Mix  
	7,5 µl
	Primer F
	0,75 µl
	Primer R 
	0,75 µl
	TaqMan-Sonde
	0,25 µl
	Nuklease-freies Wasser  
	5,75 µl
	Die Reaktionsgefäße der unbekannten Proben wurden mit 8 µl Nuklease-freiem Wasser gefüllt und anschließend mit 15 µl des Komponenten-Mixes versetzt. Als letztes erfolgte die Zugabe der cDNA-Proben in einem Volumen von 2 µl pro Reaktionsgefäß. 
	Die Reaktionsgefäße der Standard-Verdünnungsreihe enthielten 15 µl des Komponenten-Mixes sowie 10 µl der entsprechenden Verdünnungsstufe des Standards.
	Die „Real-Time“ TaqMan®-PCR im 7700 Sequence Detection System fand unter folgenden Bedingungen statt:
	Inaktivierung der AmpErase® Uracil N-Glycosylase: 50 °C  für 2 min
	 Aktivierung der AmpliTaq® Gold DNA-Polymerase:   95 °C für 10 min
	 40 Zyklen:
	   Denaturierung:    95 °C für 15 sek
	   Annealing/Extension:   60 °C für 1 min
	Das Annealing und die Extension wurden hierbei in einem gemeinsamen Schritt zusammengefasst, da die Aktivität der AmpliTaq® Gold DNA-Polymerase (Applied Biosystems, Darmstadt) bereits ab Temperaturen > 55 °C signifikant ist. Somit gewährleistet dieser kombinierte Schritt zu einem eine höhere Spezifität durch eine höhere Annealing-Temperatur und zum anderen wirkt sich die geringere Extensions-Temperatur positiv auf die Bindung der Sonde und der damit effizienteren Sondenhydrolyse aus. 
	3.2.5.7.5  Absolute Quantifizierung der mRNA-Menge von IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-10
	Bei der absoluten Quantifizierung wird die absolute Menge der Zielsequenz in einer unbekannten Probe, meist ausgedrückt als Kopienzahl pro Reaktion, bestimmt.
	Die Ermittlung des Expressionsniveaus der gewünschten Zytokinsequenzen erfolgte unter Verwendung eines Referenzgens, dem so genannten Housekeeping Gen (3.2.5.7.2). Die Reaktionsansätze für die Housekeeping Gene sowie für die experimentellen Proben wurden jedes Mal mit einer Standard-Verdünnungsreihe durchgeführt, so dass jeweils die Kopienzahl pro Reaktion ermittelt wurde. Für die Standard-Verdünnungsreihe wurde eine so genannte Standardkurve erstellt, indem der jeweilige Ct-Wert (y-Achse) gegen die Menge der Zielsequenz (Kopienzahl, x-Achse, logarithmisch) aufgetragen wurde. Der Ct-Wert („threshold cycle“) markiert den Zyklus, bei dem das fluoreszierende Signal zum ersten Mal über einen Schwellenwert ansteigt. Die Anzahl der Kopien wird dadurch bestimmt, dass der Ct-Wert einer unbekannten Probe mit der Standardkurve verglichen wird. Der Ct-Wert ist umso kleiner, je mehr Zielsequenz in der Probe vorhanden ist.
	Für die absolute Quantifizierung wurde die Verdünnungsstufe des Standards vom Referenzgen festgelegt, in der sich durchschnittlich die Anzahl der Kopien aller Reaktionsansätze befanden. Für die nachfolgende Berechnung wurde die Verdünnungsstufe mit 104 Kopien von dem entsprechenden Housekeeping Gen als Standard festgelegt. 
	Die absolute Quantifizierung wurde aus dem Quotienten der Kopienzahl des zu untersuchenden Zytokins und der Kopienzahl des Housekeeping Gens ermittelt und somit normalisiert. Die Normalisierung der gemessenen Kopienzahl durch das Verhältnis zum Referenzgen verhinderte Fehler, die auf gering veränderten PCR-Effektivitäten oder verschiedenen Ausgangskonzentrationen basierten. 
	Es folgte eine Berechnung der absoluten Kopienzahl in Angabe von 104 Kopien durch folgende Formel:
	  Kopienzahl des Zytokins x 104
	X = 
	 Kopienzahl des Housekeeping Gens
	Je niedriger der berechnete Wert für die Kopienzahl, desto geringer war die Konzentration des zu ermittelnden Zytokins in der Ausgangssubstanz. 
	3.2.6  Studiendurchführung
	In dem Zuchtbestand in Pausin wurden die 20 Pferde in zwei Gruppen eingeteilt (siehe 3.1.4).  Die Durchführung der Impfstudie erfolgte in Kooperation mit der Tierärztlichen Klinik für Pferde Seeburg, insbesondere mit Herrn Dr. Dieter Schad. 
	Von allen Pferden wurde 30 Tage vor Studienbeginn eine Blutprobe entnommen, um einen Ausgangswert zu ermitteln. Zum Studienbeginn am Tag -4 wurden die Pferde entsprechend ihrer Gruppeneinteilung mit Zylexis® (Pfizer, Karlsruhe) bzw. Placebo nach Angaben des Herstellers behandelt. Die dreimalige intramuskuläre Applikation der Zylexis®-/Placebo- Dosis erfolgte im Abstand von zwei Tagen. Mit der letzten Applikation des Immunmodulators bzw. Placebos wurden zusätzlich alle Pferde beider Gruppen mit Resequin® NN plus (Intervet, Unterschleißheim) nach Herstellerangaben geimpft. Vor der Applikation des Impfstoffes wurden die Tiere einer kurzen klinischen Allgemeinuntersuchung (Größe und Empfindlichkeit der Mandibularlymphknoten, Überprüfung von Nasenausfluss, Veränderungen der Konjunktiven, Auslösbarkeit von Husten) unterzogen. Es folgten im Studienablauf definierte Blutentnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten, die der Abbildung 13 zu entnehmen sind. 
	  Versuchstage
	   -30   -5   -4   -3   -2   -1   0   1   2   3   4   5   6   7   8   9   10   11   12   13   14   15   
	1. Zylexis   2. Zylexis   3. Zylexis
	 / Placebo    / Placebo   / Placebo 
	            + Impfung
	         
	      3. Blutprobe
	        6 h post appl.
	   1. Blutprobe  2. Blutprobe             4. Blutprobe   5. Blutprobe   6. Blutprobe
	  6 h post appl.
	           “Ex vivo” Analyse - Zytokin-mRNA 
	           “In vitro” Analyse - Zytokin-mRNA
	- PBMCs + Medium (2x)
	- PBMCs + Medium + ConA (2x)
	Serologie (NT, IFT): EHV-1 / -4
	   
	Bestimmung der absoluten Lymphozytenzahlen
	Abbildung 13: Applikationsschema und Blutentnahmen
	An den Versuchstagen -30 und 0 erfolgte zusätzlich eine Immunstatusbestimmung durch das Labor der Fa. LABOKLIN (Bad Kissingen). 
	Die Applikation der Dosis Zylexis® (Pfizer, Karlsruhe) respektive Placebo erfolgte intramuskulär in die linke Brustmuskulatur. Der Impfstoff (Resequin® NN Plus [Intervet, Unterschleißheim]) wurde intramuskulär in die linke Halsmuskulatur appliziert. 
	3.2.7  Statistik
	Die statistische Auswertung und graphische Aufbereitung der Daten erfolgte mit Hilfe der Computer-Programme SPSS 12.1 und STATISTICA (Fa. StatSoft., Inc.,Tulsa, USA).
	Die statistische Auswertung wurde unter Mithilfe von Herrn Dr. Wolfgang Reimers durchgeführt und vom Institut für Biometrie der Freien Universität Berlin betreut.
	Im Rahmen dieser Auswertung erfolgte zunächst eine deskriptive Darstellung der Daten für die Serologie, des Immunstatus und der Zytokinexpression. 
	Für die Ermittlung von Zusammenhängen oder Unterschieden wird die Irrtumswahrscheinlichkeit p als Ergebnis jeden Tests angegeben. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang besteht, wenn p kleiner als 0,05 (5%) ist. 
	Da nicht davon ausgegangen werden kann, dass die Zielgrößen annähernd symmetrisch verteilt sind, wurden verteilungsfreie Verfahren verwendet. 
	Die Untersuchung von abhängigen Stichproben erfolgte unter Anwendung des Wilcoxon-Tests für Paardifferenzen. Für unabhängige Stichproben  wurde der U-Test von Mann und Whitney angewandt. 
	Ein Methodenvergleich mit den beiden Housekeeping Genen bei der Zytokinexpression erfolgte durch Anwendung des linearen Regressionsverfahrens nach Passing und Bablok (Passing und Bablok 1983; Bablok et al. 1988). 
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	4. Ergebnisse
	Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit beschreiben entsprechend der Zielsetzung die Ermittlung der humoralen und zellulären Immunantwort nach Zylexis®- / Placebo-Applikation und Vakzinierung mit Resequin® NN plus. Im Rahmen der molekularbiologischen Untersuchungsmethoden wurden bestehende Methoden optimiert und eine quantitative „Real-Time“ PCR etabliert. Die grundlegende Frage, ob die Anwendung von Zylexis® die Impfantwort verbessert,  sollte  im Rahmen dieser Arbeit geklärt werden.
	Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gliedern sich in mehrere Teilbereiche:
	1. Auswahl einer geeigneten Pferdegruppe 
	2. Optimierung und Etablierung der molekularbiologischen Untersuchungsmethoden zur Detektion der zellulären Immunantwort
	3. Ermittlung der humoralen Immunantwort
	4. Ermittlung des Immunstatus
	5. Ermittlung der humoralen und zellulären Immunantwort anhand von Zytokinexpressionsmustern
	4.1  Auswahl von deutschen Reitpferden für die Studiendurchführung
	4.1.1  Einleitung
	Zur Überprüfung, ob eine Verbesserung der Impfantwort mit der Gabe des Immunmodulators Zylexis® korreliert, sollte eine unter Feldbedingungen möglichst geschlossene Gruppe von Pferden über den geplanten Zeitraum der Studie serologisch und immunologisch untersucht werden. Von besonderem Interesse war hierbei die Charakterisierung der zellulären Immunantwort durch Bestimmung von Expressionsmustern ausgewählter Zytokine. 
	In der hier vorliegenden Arbeit wurde deshalb unter natürlichen Feldbedingungen eine zahlenmäßig möglichst große Gruppe von Pferden unterschiedlichen Alters ausgewählt, um mehrere Einflussfaktoren, wie Alter, Geschlecht und unterschiedlichen Kontakt mit dem EHV-Antigen in Form von Impfungen (Vorimmunisierungen) in der Vergangenheit zu berücksichtigen. 
	4.1.2  Zusammensetzung der Gruppen
	Für die Durchführung der Studie standen insgesamt 20 Pferde zur Verfügung, die in zwei Gruppen zu je 11 und 9 Pferden aufgeteilt wurden. Die Gruppe 1 mit 11 Pferden wurde als Zylexis-Gruppe definiert, während die Gruppe 2 mit 9 Pferden als Placebo-Gruppe diente (siehe 3.1.4). Innerhalb der Gruppen unterschieden sich die Pferde anhand ihres Alters, Geschlechts, Rasse und ihrer unterschiedlichen Vorimmunisierung. 
	Die Tiere und die Zeitpunkte der Blutentnahmen wurden fortlaufend durchnummeriert. Die Haltung der Pferde erfolgte zum größten Teil in mehreren Gruppen ganztägig auf der Weide. Die Jungtiere bildeten getrennt nach Geschlecht eine Weidegruppe, während bei den älteren Tieren Stuten und Wallache in einer Gruppe zusammen gehalten wurden. Einige der Tiere standen über Nacht in herkömmlichen Pferdeboxen und hatten tagsüber einen separaten Weidegang. Detaillierte Angaben über Alter, Geschlecht, Rasse und Vorimmunisierung befinden sich im Anhang (9.1, A 1).
	4.1.3  Kontrolle des Allgemeinbefindens der Tiere im Studienverlauf
	Das Allgemeinbefinden der Pferde wurde vor Studienbeginn und im Studienverlauf täglich durch den Besitzer überprüft. Es wurde beobachtet, ob die Tiere sich von der Gruppe absonderten, das Haarkleid glatt anliegend und glänzend ist und ob eine regelmäßige Futteraufnahme erfolgt ist. Lediglich „Lilly“ zeigte 6 Stunden nach Placebo-Applikation am Versuchstag -2 ein leichtes Nesselfieber in der Hals- und Rumpfregion, das unbehandelt am nächsten Tag wieder abgeklungen war. Aufgrund fehlender Fixierungsmöglichkeiten auf der Weide für die jungen, noch nicht an Menschenkontakt gewöhnten Pferde und dem daraus resultierenden erhöhten gesundheitlichem Risiko für den Untersucher, wurden auf weitere klinische Untersuchungen verzichtet. Ansonsten konnte in keinem Fall eine Abweichung des Verhaltens, der Futteraufnahme oder Absonderungen von der Gruppe beobachtet werden, so dass die Pferde vor Studienbeginn und im Studienverlauf als gesund beurteilt wurden. 
	4.2  Molekularbiologische Untersuchungen zur Bestimmung des Zytokin-mRNA-
	Gehalts aus dem Pferdeblut
	4.2.1  In vitro Stimulierung von equinen PBMC mit Concavalin A
	Die isolierten equinen PBMCs wurden in vitro mit Concavalin A für 24 Stunden stimuliert (siehe 3.2.4.3). 
	Die Vitalität der Zellen wurde nach 20 Stunden Inkubation stichprobenartig beurteilt. In den PBMC-Kulturen zeigten die unstimulierten Zellen nach 24 Stunden eine dichte, gleichmäßige Zellsuspension, während die stimulierten Zellen mehrere Zellhaufen ausbildeten. Diese Beobachtung weist auf eine Proliferation der Zellen hin (Abb. 14).    
	 
	               
	     unstimuliert             stimuliert mit 3 µg/ml Con A
	Abbildung 14: PBMC in Zellkultur nach 24 Stunden  -  Vergrößerung: Okular x 2,5; 
	  Objektiv x 20 (Axiovert 100 [Carl Zeiss, Oberkochen])
	4.2.2  Ergebnisse der RNA-Extraktion und Bestimmung der RNA-Qualität 
	Für den Nachweis von Zytokin-mRNA aus den präparierten PBMCs vom Pferd wurden nach der Durchführung der RNA-Extraktion die RNA-Ausbeute und RNA-Qualität mittels denaturierender Formaldehyd-Agarosegelelektrophorese überprüft (siehe 3.2.5.1.4). Aus 30 ml Blut konnten im Studienverlauf  ca. 1 bis 5 x 107 Zellen (PBMC) isoliert werden. Die RNA-Präparation mittels Trizol® Reagent (Fa. Invitrogen, Karlsruhe) erbrachte im Studienverlauf Gesamt-RNA-Konzentrationen von ca. 200 µg bis 2600 µg/ml RNA.  
	Die Ergebnisse in der Abbildung 15 zeigen, dass bei der extrahierten RNA mittels Trizol® Reagent (Fa. Invitrogen, Karlsruhe) die 28 S und 18 S ribosomalen Untereinheiten der RNA deutlich nachweisbar waren, was auf ein typisches Muster des Vorhandenseins von intakter RNA hinweist (Simms et al. 1999).
	Die Gesamt-RNA-Ausbeute wurde photometrisch auf einem Spektrophotometer bei einer Wellenlänge von 260 nm durch Bestimmung der optischen Dichte (OD) gemessen. Im Rahmen der Etablierung der Gesamt-RNA-Präparation wurde zur weiteren Überprüfung der RNA-Qualität die OD bei 280 nm bestimmt, um den Quotienten aus der OD bei 260 nm und der OD bei 280 nm zu ermitteln. Idealerweise sollte der Quotient zwischen 1,8 und 2,0 liegen (Sambrook et al. 1989), was bei den untersuchten Proben im Rahmen der Etablierung der Fall war. Ist der Koeffizient kleiner als 1,8 bis 2,0 ist die Präparation mit Protein, genomischer DNA oder aromatischen Substanzen kontaminiert. 
	                         M     1
	 
	Abbildung 15: Denaturierende Agarosegelelektrophorese zur Kontrolle der RNA-Qualität
	4.2.3  Überprüfung der Spezifität der ausgewählten Primer- und Sondensequenzen
	4.2.3.1  Auswahl eines geeigneten Primer- und Sondensystems
	Anhand der veröffentlichten Gensequenzen für das Hauspferd (Equus caballus) aus der Datenbank des „National Center für Biotechnology Information“ (NCBI, 1998 [http://www.ncbi.nih.nim.gov/]) wurden geeignete Primer- und Sondensequenzen für die ausgewählten equinen Zytokine mit Hilfe des Computerprogramms PrimerExpress® (Applied Biosystems, Weiterstadt) ausgewählt. Die Primer- und Sondensequenzen für die Housekeeping Gene equines β-Aktin und GAPDH wurden in Anlehnung an Kolm et. al (2006) hergestellt. Für die Auswahl geeigneter Primer wurde berücksichtigt, dass zunächst ein größeres Klonierungsfragment entsteht, in dem sich die Primer- und Sondensequenzen für die TaqMan®-PCR befinden. Die Lage der Klonierungs- und TaqMan®-Primer- und Sondensequenzen sind in Abbildung 16 dargestellt.  
	  Equines Interferon-γ (GenBank Acc.-Nr.: U04050; Grüning et al. 1994)
	     1 acctgatcag cttagtacag aagtgactgc tttcaactac ttaggcctaa ctctctccga
	    61 aacaatgaat tatacaagtt ttatcttggc ttttcagctg tgtgcgattt tgggttcttc
	   121 tacctattac tgccaggccg cgttttttaa agaaatagaa aacctaaagg aatattttaa
	   181 cgcaagtaac ccagatgtag gggatggtgg gcctcttttc ctggatatct tgaagaactg
	   241 gaaagaggat agtgacaaaa aaataattca gagccaaatc gtctccttct acttcaaact
	   301 ctttgaaaac ttgaaagata accaggtcat tcaaaagagc atggacacca tcaaggagga 
	   361 cctgttcgtt aagttcttta acagcagcac cagcaagctg gaagacttcc aaaagctgat    
	   421 tcagattccg gtaaatgatc tgaaggtcca gcgcaaagca ataagtgaac tcatcaaagt
	   481 gatgaatgat ctgtcgccca aagctaacct gaggaagcgg aagaggagtc agaatccatt
	   541 tcgaggccgg agagcgttgc aatagtggtc a
	  Equines Interleukin-2 (GenBank Acc.-Nr.: L06009; Vandergrift und Horohov 1993)
	        1 atgtacagga tgcaactcct gtcttgcatc gcactaactc ttgcagtcct tgcaaacagt
	    61 gcacctactt caagctctaa gagggaaaca cagcaacaac tgaagcaatt acagatggat
	   121 ttaaagttgc ttttggaagg agttaataat aacaagaatc ccaaactctc caagattctc
	   181 acatttaaaa ttaacatgcc caagaaggcc acagaattga aacatcttca gtgtctagaa
	   241 gaagaactca aacctctgga ggaaatgcta aaaaactttc tctcgaaaga tatcaaggaa
	   301 ttaatgagca atatcaatgt aacagttctg ggactaaagg ggtctgaaac aagattcaca
	   361 tgtgaatatg ataatgagac agaaacaatt gtagaatttc tgaacaaatg gattaccttt
	   421 tgtcaaagca tcatctcaac actgacg
	  Equines Interleukin-4 (GenBank Acc.-Nr.: AF305617; Mauel und Steinbach 2000)
	     1 atgggtctca cctaccaact gattccagct ctggtctgct tactagcatg taccagcaac
	    61 ttcatccagg gatgcaaata cgacatcacc ttacaagaga tcatcaaaac gctgaacaac
	   121 ctcacagatg gaaagggcaa gaattcgtgc atggagctga ctgtagcgga tgcctttgct
	   181 ggcccgaaga acacagatgg aaaggaaatc tgcagggctg caaaggtgct tcaacagctc
	   241 tataaaagac atgacaggtc cttgatcaaa gaatgcctga gcggactgga caggaacctc
	   301 aagggcatgg caaacgggac ctgctgtact gtgaatgaag ccaagaagag cacattgaaa
	   361 gactttttgg aaaggctaaa gacgatcatg aaagagaaat actccaagtg ttga
	Abbildung 16: Gensequenzen und Lage der Primer und der TaqMan®-Sonde
	(blau [unterstrichen] = Klonierungs- und TaqMan®-Primer; rot [kursiv] = TaqMan®-Sonde)
	  Equines Interleukin-10 (GenBank Acc.-Nr.: U38200; Swiderski et al. 1999)
	     1 atgcacagct cagcactgct atgttacctg gtcttcctgg ccggggtggg agccagccga
	    61 gaccggggca cccagtctga gaacagctgc acccacttcc caaccagcct gccccacatg
	   121 ctccatgagc tccgagccgc cttcagcagg gtgaagactt tctttcaaat gaaggaccag
	   181 ctggacaaca tgttgttgaa cgggtccctg ctggaggact ttaagggtta cctgggttgc
	   241 caagccttgt cggagatgat ccagttttac ctggaggagg tgatgcccca ggctgagaac
	   301 cacggcccag acatcaagga gcacgtgaac tccctggggg aaaagctgaa gaccctccga
	   361 gtgaggctgc ggcgctgtca tcgatttctg ccctgtgaaa ataagagcaa ggcagtggag
	   421 caggtgaaga gtgccttcag taagctccaa gagaaaggtg tctacaaagc catgagtgag
	   481 tttgacatct tcatcaacta catagaagcc tatatgacaa cgaagatgaa aaactgaagc
	   541 atcctaggga acgaagcatc caggacggtg actctactag actctaggac ataaattgga
	   601 gatctcccaa atcccatcca gggttctggg agagctgaat cagctccttg gaaaaccctg
	   661 tggtacctct ctcctgaata tttattaact ctgatacctc aactcctatt tctatttatt
	   721 tactgagctt ctctgtgaa
	  Equines β-Aktin (GenBank Acc.-Nr.: AF035774; Swiderski et al. 1999)
	     1 atggatgatg atatcgccgc gctcgtggtc gacaacggct ccggcatgtg caaggccggc
	    61 ttcgcgggcg acgacgctcc ccgcgccgtc ttcccctcca tcgtggggcg cccccggcac
	   121 cagggcgtga tggtgggcat gggccagaag gactcatacg tgggcgacga ggcccagagc
	   181 aagaggggca tcctgaccct caagtacccc atcgagcacg gcatcgtcac caactgggac
	   241 gacatggaga agatctggca ccacaccttc tacaacgagc tgcgcgtggc ccccgaggag
	   301 caccccgtgc tgctgaccga ggcccccctg aaccccaagg ccaaccgcga gaagatgacc
	   361 cagatcatgt ttgagacctt caacaccccg gccatgtacg tggccatcca ggccgtgctg
	   421 tccctgtacg cctctggccg caccactggc atcgtgatgg actccggtga cggggtcacc
	   481 cacactgtgc ccatctacga ggggtacgcc ctcccccacg ccatcctgcg tctggacctg
	   541 gctggccggg acctgacgga ctacctcatg aagatcctca cggagcgtgg ctacagcttc
	   601 accaccacgg ccgagaggga aatcgtgcgt gacatcaagg agaagctctg ctatgtcgcc
	   661 ctggacttcg agcaggagat ggccaccgcg gcctccagct cttccctgga gaagagctac
	   721 gagctgcccg acggccaggt catcaccatc ggcaacgagc ggttccgctg ccccgaggcc
	   781 ctcttccagc cctccttcct gggcatggaa tcctgtggca tccacgaaac taccttcaac
	   841 tccatcatga agtgtgacgt cgacatccgt aaggacctgt acgccaacac agtgctgtcg
	   901 ggtgggacca ccatgtaccc aggcatcgcc gacaggatgc agaaggagat cacagccctg
	   961 gctcccagca cgatgaagat caagatcatt gcgccccctg agcgcaagta ctccgtatgg
	  1021 atcggcggct ccattctggc ctcattgtcc accttccagc agatgtggat cagcaagcag
	  1081 gagtacgacg agtccggccc ctccatcgtc caccgcaaat gcttctag
	Fortsetzung Abbildung 16: Gensequenzen und Lage der Primer und der TaqMan®-Sonde
	(blau [unterstrichen] = Klonierungs- und TaqMan®-Primer; rot [kursiv] = TaqMan®-Sonde)
	  Equines GAPDH (GenBank Acc.-Nr: AF157626; Boerboom et al. 2000)
	     1 ctacatgttt cagtatgatt ccacccatgg caagttccat ggcacagtca aggccgagca
	    61 cgggaagctt gtcatcaacg gaaaggccat caccatcttc caggagcgag atcccgccaa
	   121 catcaaatgg ggcgatgctg gtgctgaata tgttgtggag tccactggtg tcttcactac
	   181 cttggagaag gctggggctc acttgaaggg tggagccaaa agggtcatca tctctgctcc
	   241 ttctgctgat gccccaatgt ttgtgatggg cgtgaaccac gagaaatatg acaattccct
	   301 gaagattgtc agcaatgcct cctgcaccac caattgcttg gcccccctgg ccaaggtcat
	   361 ccatgaccac tttggcatcg tggagggact catgaccaca gtgcatgcca tcactgccac
	   421 ccagaagacc gtggatggcc cctctgggaa gatgtggcgc gatggccgag gggctgccca
	   481 gaacatcatc cctgcttcta ctggtgctgc caaggctgtg ggcaaggtca tccctgagct
	   541 gaatgggaag ctcactggca tggccttccg tgtccccacc cctaacgtgt cagtcgtgga
	   601 tctgacctgc cgcctggaga aagctgccaa atacgatgag atcaagaagg tggtgaagca
	   661 ggcatcggag ggccccctca agggcatcct gggctacact gaggaccagg ttgtctcctg
	   721 cgattttaac agtgacaccc actcttccac cttcgatgct ggggctggca ttgccctcaa
	   781 cgaccacttt gtcaagctca tttcctggta tgacaatgaa tttggcta
	Fortsetzung Abbildung 16: Gensequenzen und Lage der Primer und der TaqMan®-Sonde
	(blau [unterstrichen] = Klonierungs- und TaqMan®-Primer; rot [kursiv] = TaqMan®-Sonde)
	Um eine mRNA-spezifische Amplifikation zu ermöglichen, sollte die Bindungsstelle der Primer möglichst an der Grenze zwischen Exon und Intron liegen. Die Überprüfung von Exon- und Introngrenzen gelang aufgrund des Datenmaterials in der GenBank nur bei dem equinen Interferon-γ. Die anderen Primer wurden in der GenBank über ein so genanntes „Alignment“ auf eine mögliche Sequenzhomologie mit bekannten anderen equinen Gensequenzen überprüft, um auszuschließen, dass möglicherweise eine falsche Gensequenz amplifiziert wird. Dabei wurden in der GenBank keine weiteren Bindungsstellen gefunden. Unter besonderer Berücksichtigung wurde die teilweise vorhandene Sequenzhomologie zwischen dem equinen zellulären Interleukin-10 und dem EHV-2-IL-10 überprüft. Die Primer wurden so ausgewählt, dass ihr Startpunkt genau auf einen „Mismatch“ der beiden Sequenzen fiel. Somit waren die ausgewählten Primerpaare annähernd sequenzspezifisch für das zelluläre Interleukin-10 und wiesen keine Bindungsstelle für das EHV-2-IL-10 auf (Abb. 17). Des Weiteren wurde berücksichtigt, dass unter Umständen verschiedene Gensequenzen für das gleiche equine Zytokin vorhanden sind. Die Daten in der GenBank zeigten beim equinen Interleukin-4 eine leichte Abweichung in der Gensequenz. Hierfür wurden die Primerpaare auf eine entsprechende homologe Sequenz generiert.
	  IL-10  103  ACCAGCCTGCCCCACATGCTCCATGAGCTCCGAGCCGCCTTCAGCAGGGTGAAGACTTTC  162
	            ||||||||||||||||||||||| |||||| | || |||||||||||||| ||||| |||
	  EHV-2  222  ACCAGCCTGCCCCACATGCTCCACGAGCTCAGGGCGGCCTTCAGCAGGGTAAAGACCTTC  281
	  IL-10  163  TTTCAAATGAAGGACCAGCTGGACAACATGTTGTTGAACGGGTCCCTGCTGGAGGACTTT  222
	            ||||||||||||||||||||||||||||||||| || |||||||||||||||| ||||||
	  EHV-2  282  TTTCAAATGAAGGACCAGCTGGACAACATGTTGCTGGACGGGTCCCTGCTGGAAGACTTT  341
	  IL-10  223  AAGGGTTACCTGGGTTGCCAAGCCTTGTCGGAGATGATCCAGTTTTACCTGGAGGAGGTG  282
	            |||||||||||||| ||||| ||| |||| ||||||||||||||||||||||||||||||
	  EHV-2  342  AAGGGTTACCTGGGCTGCCAGGCCCTGTCTGAGATGATCCAGTTTTACCTGGAGGAGGTG  401
	  IL-10  283  ATGCCCCAGGCTGAGAACCACGGCCCAGAC---ATCAAGGAGCACGTGAACTCCCTGGGG  339
	            ||||||||||| ||||||||| || | |||      |||||  | |||||||||||||||
	  EHV-2  402  ATGCCCCAGGCCGAGAACCACAGCACCGACCAGGAAAAGGATAAGGTGAACTCCCTGGGG  461
	  IL-10  340  GAAAAGCTGAAGACCCTCCGAGTGAGGCTGCGGCGCTGTCATCGATTTCTGCCCTGTGAA  399
	            |||||||| ||||||||| | ||||||||| ||||||| ||  |||| |||||||| || 
	  EHV-2  462  GAAAAGCTCAAGACCCTCAGGGTGAGGCTGAGGCGCTGCCACAGATTCCTGCCCTGCGAG  521
	  IL-10  400  AATAAGAGCAAGGCAGTGGAGCAGGTGAAGAGTGCCTTCAGTAAGCTCCAAGAGAAAGGT  459
	            |||||||||||||| ||||||||||||||||| |||||||| |||||||| |||||||| 
	  EHV-2  522  AATAAGAGCAAGGCCGTGGAGCAGGTGAAGAGCGCCTTCAGCAAGCTCCAGGAGAAAGGG  581
	  IL-10  460  GTCTACAAAGCCATGAGTGAGTTTGACATCTTCATCAACTACATAGAAGCCTATATGACA  519
	            |||||||| |||||||| ||||||||||||||||| ||||||||||| ||||| ||||| 
	  EHV-2  582  GTCTACAAGGCCATGAGCGAGTTTGACATCTTCATTAACTACATAGAGGCCTACATGACC  641
	  IL-10  520  ACGAAGATGAAAAACTGAAGCA  541
	            || |||||||||||||||ﺍﺍﺍﺍ
	  EHV-2  642  ACAAAGATGAAAAACTGAAGCA  663
	Abbildung 17: Sequenzvergleich zelluläres IL-10 und EHV-2-IL-10 und 
	  Primerbindungsstellen (EHV-2-IL-10 Acc.-Nr.: S59624; Rode et al. 1993)
	4.2.3.2  Prüfung der Primersequenzen für die Klonierung mittels PCR und 
	Agarosegelelektrophorese
	Die optimalen PCR-Bedingungen zur Herstellung der Amplifikate für die Klonierung wurden für die jeweiligen Primerpaare auf dem Heizblockcycler (UNO-ThermoblockTM [Biometra, Göttingen]) ermittelt (siehe 3.2.5.4.2). Nach einer initialen Denaturierung für 4 Minuten bei 94 °C auf dem Heizblockcycler, folgten jeweils 35 Amplifikationszyklen mit einer Denaturierung für 30 Sekunden bei 94 °C, einem Annealing für 30 Sekunden bei primerspezifischen Temperaturen und einer Elongation für 30 Sekunden bei 72 °C. Für die Housekeeping Gene, β-Aktin und GAPDH, wurden 40 Amplifikationszyklen durchgeführt. Die Annealingtemperaturen wurden durch den Primerhersteller vorgegeben. Darüber hinaus wurden die vorgegebenen Annealingtemperaturen für den jeweiligen Cycler in Schritten von 2 °C variiert und optimiert. Sie lagen zwischen 54 °C und 60 °C (siehe 3.2.5.4.2, Tab. 10). 
	Nach Beendigung der Zyklen schloss sich eine finale Elongation für 10 Minuten bei 72 °C an.
	Um zu überprüfen, ob die ausgewählten Zytokinsequenzen mit den ausgewählten Primern erfolgreich amplifiziert wurden, folgte eine elektrophoretische Auftrennung der PCR Amplifikate im Agarosegel (siehe 3.2.5.5). Die Ergebnisse zeigten, dass die PCR-Amplifikate für die ausgewählten Zytokine ohne Nebenprodukte nachgewiesen werden konnten. Zur Überprüfung der Spezifität der Primer wurde neben der Zytokin-cDNA auch genomische DNA und RNA aus equinen PBMCs eingesetzt. Hierbei zeigte stets nur die Zytokin-cDNA die zu erwartenden Fragmentgrößen (Abb. 18, 19, 20).
	M
	DNA-Marker
	1
	Genomische DNA
	2 + 3
	cDNA (IL-2)
	4
	RNA (IL-2)
	5
	Genomische DNA
	6 + 7
	cDNA (IL-4)
	8
	RNA (IL-4)
	9
	Negativkontrolle
	      M    1    2    3     4    5    6    7    8    9
	   
	 338bp 318 bp                            
	  IL-2 IL-4  
	        IL-2  IL-4
	Abbildung 18: Nachweis der IL-2 und IL-4 Amplifikate mit den Primern für die Klonierung
	Die Amplifikate von IL-2 und IL-4 der cDNA-Proben (Spur 2+3 und 6+7)   
	wiesen die zu erwartenden Fragmentgrößen auf. Bei den RNA-Proben (Spur 4 
	und 8) fand keine Amplifikation mit den IL-2 und IL-4 Primern statt.
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	Abbildung 19: Nachweis des IL-10 Amplifikats mit den Primern für die Klonierung 
	   Die cDNA-Proben (Spur 2+3) wiesen Amplifikate in der erwarteten 
	 Fragmentgröße von IL-10 auf. Die RNA-Probe zeigte keine Amplifikation.
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	Abbildung 20: Nachweis des IFN-γ Amplifikats mit den Primern für die Klonierung und  
	                         TaqMan®-PCR
	    Die cDNA-Proben zeigten eine Amplifikation mit den IFN-γ Primern in der 
	  erwarteten Fragmentgröße. Eine Amplifikation in der RNA-Probe fand nicht statt.
	4.2.4  Ergebnisse der Klonierung der ausgewählten equinen Zytokingensequenzen
	4.2.4.1  Konzentrations-Agarosegelelektrophorese und Restriktionsenzymanalyse
	Nach erfolgreicher Etablierung der PCR-Primer für die Klonierung wurden die PCR-Fragmente nach elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel ausgeschnitten, aufgereinigt und im pGEM-T Easy Vektor kloniert (siehe 3.2.5.6). Zur Überprüfung der erfolgreichen Klonierung wurde eine Agarosegelelektrophorese mit der präparierten Plasmid-DNA angefertigt (siehe 3.2.5.6.5). Hierfür wurden 100 ng Plasmid-DNA eingesetzt. Durch die unterschiedlichen Zustandsformen der Plasmid-DNA waren drei Banden im Agarosegel sichtbar (siehe 3.2.5.6.5, Abb. 12). Die  Konzentration der Plasmid-DNA lag durchschnittlich bei 20 ng/µl. Die Klonierung war bei allen ausgewählten Zytokinsequenzen erfolgreich. 
	Durch Restriktionsenzymanalysen wurde das klonierte Fragment wieder aus der Plasmid-DNA herausgeschnitten (siehe 3.2.5.6.6). Die Schnittstelle des Enzyms sollte auf Höhe der T Überhänge des Vektors liegen. Hierfür wurde das Restriktionsenzym Eco RI verwendet. Idealerweise schneidet Eco RI das eingeschleuste Fragment komplett heraus, so dass im Agarosegel zwei Banden, die des Vektors (3 kb) und die des klonierten Fragments, zu sehen sind (Abb. 21). Die herausgeschnittenen Fragmente von IFN-γ (293 bp), IL-2 (338 bp) und IL-10 (324 bp) entsprachen den zu erwartenden Fragmentgrößen. Das klonierte Fragment von Interleukin-4 hingegen wurde von Eco RI ebenfalls geschnitten, so dass das Fragment von 318 bp in zwei Fragmente von 177 bp und 141 bp geteilt wurde (Abb. 22). Die Bande von IFN-γ ist in ihrer Intensität etwas schwächer im Agarosegel sichtbar, was möglicherweise auf einen unvollständigen Restriktionsenzymverdau hindeutet. Die Sequenzierung (4.2.4.2) bestätigte aber, dass das entsprechende Fragment korrekt kloniert wurde.  
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	Abbildung 21: Restriktionsenzymanalysen mit Eco RI zur Überprüfung der erfolgreichen 
	Klonierung (3 kb = Plasmid, 293 bp = IFN-γ, 338 bp = IL-2, 177 bp und         
	141 bp = IL-4, 324 bp = IL-10)
	  
	Abbildung 22: Schnittstelle von Eco RI im Klonierungsfragment vom equinen Interleukin-4
	     (GenBank Acc.-Nr.: AF305617; Mauel und Steinbach 2000)
	4.2.4.2  Überprüfung der klonierten DNA-Sequenzen mittels Sequenzierung
	Durch Klonierung wurden die ausgewählten equinen Zytokin-mRNA Sequenzen zur Herstellung einer Standardverdünnungsreihe für die TaqMan®-PCR vervielfältigt. Die klonierten Fragmente von Interferon-γ, Interleukin-2, -4 und -10 sowie β-Aktin und GAPDH wurden, wie unter dem Punkt 3.2.5.6.8 beschrieben, sequenziert. Das anschließende „Alignment“ der klonierten DNA-Sequenzen mit den equinen Zytokin-mRNA Sequenzen aus der Gendatenbank (NCBI, 1998 [http://www.ncbi.nih.nim.gov]) ergab in allen Fällen eine hundertprozentige Übereinstimmung. 
	 
	4.2.5  Etablierung der TaqMan®-PCR
	Für die Bestimmung der equinen Zytokin-mRNA-Konzentrationen zu den verschiedenen Zeitpunkten vor und nach der Applikation von Zylexis® bzw. Placebo sowie nach Vakzinierung mit Resequin® NN plus, wurden Primer-Sonden-Systeme für die TaqMan® PCR von IFN-γ, IL-2, -4, -10, β-Aktin und GAPDH des Pferdes etabliert. 
	4.2.5.1  Prüfung der Spezifität der ausgewählten Primer- und Sondensequenzen
	Um zu überprüfen, ob das ausgewählte Primer-Sonden-System für die jeweilige Zytokin-mRNA Sequenz in der TaqMan®-PCR spezifisch nur die cDNA amplifiziert, wurden in die PCR cDNA und genomische DNA im Vergleich eingesetzt. Die Ergebnisse zeigten, dass nur eine Amplifikation von cDNA mit dem entsprechenden Primer-Sonden-System stattfand (Abb. 23). 
	 
	                  
	Abbildung 23: Amplifikationsgraph cDNA im Vergleich zur genomischen DNA für die 
	  equine IFN-γ-Sequenz
	Darüber hinaus wurden die Amplifikationsbedingungen durch unterschiedliche Annealing-Temperaturen variiert. Dabei stellte sich heraus, dass ein Temperaturspektrum von 57 °C bis 63 °C in den Annealing-Temperaturen keinen Einfluss auf die Amplifikation der cDNA hatte. Für jedes Zytokin konnte die TaqMan®-PCR unter den gleichen Bedingungen, mit einer Annealing-Temperatur von 60 °C, durchgeführt werden (siehe 3.2.5.7.4). 
	Untersuchungen zum Einfluss der Primerkonzentration auf die PCR-Reaktion zeigten, dass Abweichungen nach oben und unten keine besondere Relevanz auf den Reaktionsverlauf ausübten. Hierbei wurden die beiden Primerpaare nach einer Kreuztabelle jeweils in einer Konzentration von 0,5 µl, 1,5 µl und 4,5 µl miteinander kombiniert. Lediglich hohe Primerkonzentrationen führten dazu, dass der Schwellenwert (Ct Wert) des Fluoreszenzsignals um einen Zyklus früher detektiert werden konnte. 
	In dem PCR-Reaktionsansatz erwies sich eine  Primerkonzentration von jeweils 0,75 µl als geeignet. 
	4.2.5.2  Beurteilung der etablierten TaqMan®-PCR
	Nach der erfolgreichen Etablierung der TaqMan®-PCR zur Messung equiner Zytokin-mRNA Sequenzen wurde das Nachweissystem zunächst validiert. 
	Zur Bestimmung der Varianz des Nachweissystems wurden die 6 Verdünnungsstufen der Plasmid-DNA (106 bis 101 Genomäquivalenten) als Doppelansatz in drei unabhängigen PCR-Läufen untersucht (interassay Varianz) sowie als Vierfachansatz in einem PCR-Lauf (intraassay Varianz). Die Darstellung der intra- und interassay Varianz erfolgte als Standardabweichung von den Ct-Werten der entsprechenden Plasmid-DNA Verdünnungsstufen (Tab. 16). Für alle untersuchten Proben zur Varianzbestimmung konnte eine Standardabweichung der Ct-Werte stets unter 1 festgestellt werden. 
	Aus der Steigung der Standardkurve der Plasmid-Verdünnungsstufen wurde die PCR-Effizienz ermittelt (Rasmussen 2001). Eine optimale „Real Time“-PCR Effizienz würde eine Verdopplung der Menge an PCR-Produkt pro Zyklus voraussetzen. Um zu verhindern, dass Schwankungen in den Effizienzen von Zielgen und Referenzgen zu großen Expressionsunterschieden führen, werden die unterschiedlichen Effizienzen anhand von Berechnungsmodellen ermittelt. Die Effizienz berechnet sich nach folgender Formel:      E=10[-1/Steigung] (Rasmussen 2001) und sollte Werte bis 2 annehmen. In Tabelle 17 sind die durchschnittlichen Steigungen der Standardkurven, ermittelt aus vier unabhängigen PCR Läufen, und die daraus errechneten PCR-Effizienzen für jedes Zytokin aufgelistet.
	Untersuchungen der Plasmid-Verdünnungsstufen ergaben für alle Zytokine eine lineare Standardkurve mit vergleichbaren Ermittlungsgrenzen (Abb. 24 und 25). Bei allen Reaktionsansätzen konnte bis zur letzten Verdünnungsstufe mit 101 Genomäquivalenten eine positive Amplifikation verzeichnet werden. Eine Auflistung der durchschnittlichen Ct Werte in Verbindung mit der Plasmid-Konzentration gibt Tabelle 18 wieder. 
	 
	Tabelle 16: Intra- und interassay Varianz der TaqMan®-PCR
	                                        Standardabweichung
	Zytokin
	106 GE
	104 GE
	102 GE
	Intraassay
	IFN-γ
	0,17
	0,76
	0,96
	IL-2
	0,06
	0,09
	0,3
	IL-4
	0,07
	0,44
	0,29
	IL-10
	0,09
	0,64
	0,73
	Interassay
	IFN-γ
	0,41
	0,50
	0,83
	IL-2
	0,37
	0,66
	0,81
	IL-4
	0,16
	0,42
	0,74
	IL-10
	0,32
	0,97
	0,24
	        GE = Genomäquivalenten
	Tabelle 17: Steigung der Standardkurven und PCR-Effizienzen
	Zytokin
	Steigung
	Effizienz
	IFN-γ
	- 3,77
	1,84
	IL-2 
	- 3,56
	1,90
	IL-4
	- 3,63
	1,88
	IL-10
	- 3,63
	1,88
	Tabelle 18: Plasmid-Verdünnungsstufen und durchschnittliche Ct-Werte
	Ct-Werte
	Plasmid-DNA 
	Verdünnungsstufe
	β-Aktin
	GAPDH
	IFN- γ
	IL-2
	IL-4
	IL-10
	106
	18,23
	15,25
	18,23
	15,75
	15,54
	15,34
	104
	24,90
	21,80
	27,07
	22,44
	22,93
	22,72
	102
	31,39
	29,35
	34,42
	29,15
	31,17
	29,61
	 
	        
	Abbildung 24: Amplifikationsgraph am Beispiel von IL-2
	   
	          
	Abbildung 25: Standardkurve am Beispiel von IL-2
	4.3  Untersuchung der humoralen Immunantwort auf EHV -1 und EHV -4  Antikörper 
	nach Zylexis®- / Placebo-Applikation und Vakzinierung mit Resequin® NN plus
	Von dem entnommenen Blut (siehe 3.2.2.2) wurde das Plasma im Verlauf der Studie serologisch mittels Neutralisationstest (siehe 3.2.3.2) und indirektem Immunfluoreszenztest (siehe 3.2.3.3) auf Antikörper gegen EHV -1 und EHV -4 untersucht.  Eine tabellarische Auflistung der Untersuchungsergebnisse befindet sich im Anhang (9.1, A 2). 
	4.3.1 Verlaufsuntersuchungen der Antikörpertiter im Neutralisationstest (NT) und indirekten 
	Immunfluoreszenztest (IFT)
	Im Studienverlauf wurden insgesamt zu den 6 Untersuchungszeitpunkten 118 Blutproben serologisch mittels Neutralisationstest (NT) und indirektem Immunfluoreszenztest (IFT) auf EHV-1 und EHV-4 Antikörper untersucht. 
	Im NT wurden insgesamt zu allen Untersuchungszeitpunkten bei 99 Blutproben (83,9%) der EHV-1 Antikörpertiter unter der Quantifizierungsgrenze von 1:10 nachgewiesen. Bei den EHV-4 Antikörpertitern lagen 104 Blutproben (88,2%) unter 1:10. 
	Ein EHV-1 Antikörpertiter von 1:10 konnte bei 18 Blutproben (15,3%) festgestellt werden und bei EHV-4 in 13 Fällen (11%). EHV-1 und -4 Antikörpertiter von 1:20 traten jeweils bei nur einer Blutprobe (0,8%) auf. Untersuchungen der Antikörpertiter im Studienverlauf mittels NT ergaben nach der Impfung am Versuchstag 0 einen Antikörpertiteranstieg um den    Faktor 2 bei vier Pferden gegen EHV-1, bei zwei Pferden gegen EHV-4 und bei einem Pferd gegen EHV-1 und -4. 
	Im IFT konnten bei allen untersuchten Pferden zu jedem Untersuchungszeitpunkt Antikörper gegen EHV-1 und EHV-4 nachgewiesen werden. Die Antikörpertiter lagen zwischen 1:320 und 1:20480. Auffällige EHV-1 Antikörpertiter von > 1:2560 im IFT wurden bei 41 Blutproben (34,8%) im gesamten Untersuchungszeitraum nachgewiesen und bei den EHV 4 Antikörpertitern bei 39 Blutproben (33%). Nach der Impfung am Versuchstag 0 reagierten innerhalb von 14 Tagen 19 Pferde mit einem Titeranstieg gegen EHV-1 und   EHV-4 um den Faktor 2 und mehr. Davon reagierte ein Pferd nur mit einem EHV-1 Antikörperanstieg und zwei Pferde nur mit einem EHV-4 Antikörperanstieg. Besonders auffällig war der EHV-1 und -4 Antikörperanstieg um den Faktor 4 am Versuchstag 7 bei „Ibiza“ sowie der EHV-1-Titeransteig um den Faktor 4 bei „Goldfee“. „Genua“ zeigte am Versuchstag 14 einen EHV-1/-4 Titeranstieg um den Faktor 8. Titeranstiege können nur in Zusammenhang mit der Anamnese beurteilt werden. Die Pferde zeigten im Studienverlauf keine Anzeichen einer klinischen Erkrankung. Der Anstieg der Antikörpertiter ist daher auf die Impfung zurückzuführen. 
	Im Folgenden sind die Verläufe der Antikörpertiter gegen EHV-1 und EHV-4 im NT und IFT für jedes Pferd graphisch dargestellt (Abb. 26 bis 29). Detaillierte Angaben befinden sich im Anhang (9.1, A2).
	 
	          
	Abbildung 26: EHV-1 Antikörpertiter im IFT
	          
	Abbildung 27: EHV-1 Antikörpertiter im NT
	          
	Abbildung 28: EHV-4 Antikörpertiter im IFT
	          
	 
	Abbildung 29: EHV-4 Antikörpertiter im NT
	4.3.2  Vergleich der Antikörpertiterverläufe getrennt nach Zylexis- und Placebo-Gruppe
	Von Interesse dabei war, ob eine humorale Immunantwort nach erfolgter Impfung messbar ist und ob ein Antikörperanstieg mit der Gabe von Zylexis® korreliert. Im Studienverlauf zeigten die Tiere keine Anzeichen einer klinischen Erkrankung, so dass Veränderungen der Antikörpertiter als Reaktion auf die Impfung zu bewerten sind. 
	Innerhalb der Zylexis-Gruppe konnte beim EHV-1/-4 NT ein Antikörpertiteranstieg um den Faktor 2 bei 2 Pferden festgestellt werden. Ergebnisse der Antikörpertiter gegen EHV-1/-4 im IFT zeigten bei 10 Pferden der Zylexis-Gruppe einen Titeranstieg um den Faktor 2 und mehr. Davon konnte bei 2 Pferden ein Titeranstieg um den Faktor 4 am Versuchstag 7 verzeichnet werden. 
	In der Placebo-Gruppe kam es beim NT zu EHV-1/-4 Titererhöhungen um den Faktor 2 von  2 Pferden zum Versuchstag 14. Antikörperanstiege um mindestens den Faktor 2 gegen EHV 1/-4 im IFT konnten bei allen 9 Pferden der Placebo-Gruppe bis zum Versuchstag 14 verzeichnet werden. Davon zeigte ein Pferd einen Titeranstieg um den Faktor 8 (Tab. 19).
	Ein statistisch signifikanter Unterschied der Antikörpertiter gegen EHV -1 und EHV -4 in den beiden Gruppen zu den verschiedenen Zeitpunkten sowie auf den maximalen Antikörperanstieg gegenüber dem Ausgangswert war nicht zu verzeichnen (U-Test, p > 0,05). 
	Tabelle 19: Häufigkeiten der EHV-1/-4 Antikörpertiter vor und nach der Impfung im 
	        Studienverlauf (Zylexis n = 11; Placebo n = 9) 
	Anzahl der Pferde
	2 d prä vac.*
	3 d post vac.
	7 d post vac.
	14 d post vac.
	Zylexis
	Placebo
	Zylexis
	Placebo
	Zylexis
	Placebo
	Zylexis
	Placebo
	EHV
	1
	4
	1
	4
	1
	4
	1
	4
	1
	4
	1
	4
	1
	4
	1
	4
	NT
	< 1:10
	10
	10
	8
	8
	10
	10
	8
	8
	10
	10
	6
	8
	9
	9
	4
	7
	1:10
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	3
	1
	2
	2
	4
	1
	1:20
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	1
	1
	IFT
	1:320
	-
	1
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	1:640
	3
	1
	3
	1
	2
	1
	4
	-
	-
	-
	2
	-
	-
	-
	-
	-
	1:1280
	3
	4
	1
	4
	4
	5
	1
	6
	3
	3
	3
	4
	2
	2
	2
	-
	1:2560
	2
	5
	-
	1
	3
	3
	2
	-
	3
	3
	-
	2
	2
	-
	2
	3
	1:5120
	2
	1
	4
	3
	1
	2
	2
	3
	3
	4
	3
	3
	5
	7
	1
	3
	1:10240
	1
	-
	-
	-
	1
	-
	-
	-
	1
	-
	1
	-
	1
	1
	4
	3
	1:20480
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	1
	1
	-
	-
	1
	1
	-
	-
	*vac. = vaccinationem 
	4.3.3  Vergleich der Antikörpertiterverläufe getrennt nach unterschiedlicher 
	Vorimmunisierung
	Untersuchungen des Einflusses der unterschiedlichen Vorimmunisierung ergaben keinen statistisch signifikanten Unterschied (U-Test; p > 0,05) auf den maximalen Antikörperanstieg gegenüber dem Ausgangswert. Im NT konnte bis zum Versuchstag 14 eine Erhöhung der Antikörpertiter bei 4 Pferden aus der Resequin-Gruppe (n = 8) und bei 3 Pferden aus der Influenza-Gruppe (n = 12) festgestellt werden. 
	Aus der Gruppe Resequin zeigten im IFT insgesamt 7 Pferde eine Titererhöhung gegen EHV 1/-4 bis zum Versuchstag 14. Aus der Influenza-Gruppe reagierten 10 Pferde mit einer  Erhöhung der Antikörpertiter. 
	4.3.4  Vergleich der Antikörpertiterverläufe getrennt nach Altersgruppen und Geschlecht
	Die Untersuchung des Einflusses von Alter und Geschlecht der Pferde auf den maximalen Antikörperanstieg gegenüber dem Ausgangswert erbrachte keinen statistisch signifikanten Unterschied (U-Test; p > 0,05). Insgesamt konnte beim NT ein Anstieg der Antikörpertiter bei 2 Pferden „bis 4 Jahre“ (n = 10) verzeichnet werden und bei 5 Pferden „über 4 Jahre“      (n = 10). Beim IFT wurde insgesamt bis zum Versuchstag 14 bei 8 Pferden „bis 4 Jahre“ ein Antikörperanstieg gemessen und bei 7 Pferden aus der Gruppe „über 4 Jahre“. 
	4.4  Untersuchung der PBMC-Anzahl und des Immunstatus nach Zylexis®- / Placebo-
	Applikation und Vakzinierung mit Resequin® NN plus
	4.4.1  Bestimmung der Anzahl der equinen peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC)
	Im Verlauf der Studie wurde zu den verschiedenen Blutentnahmezeitpunkten nach der Präparation der peripheren mononukleären Blutzellen (siehe 3.2.4.1) aus 30 ml EDTA-Pferdeblut die absolute Anzahl der PBMC ermittelt (siehe 3.2.4.2). 
	In der Abbildung 30 sind die Einzelverläufe der PBMC-Anzahl im Studienverlauf für jedes Pferd wiedergegeben. Insgesamt war ersichtlich, dass das Niveau der PBMC-Anzahl individuell bedingt ist. Bei insgesamt 16 Pferden (80%) von 20 konnte ein Anstieg der PBMC-Anzahl im Studienverlauf verzeichnet werden (9.1; A3). 
	 
	                               
	Abbildung 30: Zeitlicher Verlauf der Anzahl der equinen PBMC/ml (n = 20 Pferde)
	                           (PBMC / ml = Zellzahl x 107 / ml)
	4.4.2  Vergleich der PBMC-Anzahl in den Gruppen Zylexis und Placebo
	Durch Bildung von Differenzen der gemessenen PBMC-Anzahl zum Ausgangswert (Versuchstag -30) zeigte sich, dass die Zylexis-Gruppe im Mittel über der Placebo-Gruppe lag (U-Test, p < 0,045). In der Placebo-Gruppe befanden sich ungefähr gleich viele Tiere unterhalb und oberhalb des Ausgangswertes im Verlauf der Studie, in der Zylexis-Gruppe lagen 78,1 % der Tiere nicht unterhalb des Ausgangswertes (Abb. 31). 
	  
	Abbildung 31: Änderung der Anzahl der equinen PBMC/ml getrennt nach Zylexis- und 
	  Placebo-Gruppe  (PBMC / ml = Zellzahl x 107 / ml)
	4.4.3  Vergleich der PBMC-Anzahl getrennt nach unterschiedlicher Vorimmunisierung
	Zur Überprüfung, ob die Art der Vorimmunisierung einen Einfluss auf die PBMC-Anzahl ausübt, wurde die Änderung der Zellzahl im Studienverlauf dahingehend getrennt nach Influenza- und Resequin-Impfung untersucht. Bei Betrachtung der Anzahl an equinen PBMCs zu den einzelnen Versuchstagen zeigten die Pferde der Influenza-Gruppe an den Tagen -2, 0, 7 und 14 stets statistisch signifikant höhere Zellzahlen als die Resequin-Gruppe (Abb. 32). Jedoch konnte für beide Arten der Vorimmunisierung keine statistisch signifikante Veränderung der Zellzahl im Vergleich zum Ausgangswert im gesamten Studienzeitraum beobachtet werden (U-Test, p > 0,05). In der Abbildung 33 sind die Änderungen der PBMC-Anzahl beschrieben. Hierbei fällt auf, dass die Tiere der Influenza-Gruppe eine größere Differenz in der PBMC-Anzahl zeigen. 
	 
	Abbildung 32: Verlauf der PBMC-Anzahl getrennt nach Resequin- und Influenza-Gruppe
	  (PBMC / ml = Zellzahl x 107 / ml)
	 
	Abbildung 33: Änderung der PBMC-Zahl/ml getrennt nach Resequin- und Influenza-Gruppe
	  (PBMC / ml = Zellzahl x 107 / ml)
	4.4.4  Vergleich der PBMC-Anzahl getrennt nach Altersgruppen und Geschlecht
	Für die Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses des Alters auf die Anzahl der equinen PBMC wurden die Pferde in Alterskategorien „bis 4 Jahre“ und „über 4 Jahre“ eingeteilt. 
	Beim Vergleich der einzelnen Versuchstage untereinander ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied in der PBMC-Anzahl zwischen den beiden Altersgruppen zum Versuchstag 0 (U-Test; p = 0,035), Versuchstag 7 (p = 0,005) und zum Versuchstag 14 (p = 0,028). Aus der Abbildung 34 ist zu ersehen, dass bei den Tieren „bis 4 Jahre“ im Studienverlauf eine höhere Anzahl equiner PBMC nachgewiesen werden konnte. 
	Das Alter erbrachte hinsichtlich der Differenz zum Ausgangswert keinen statistisch signifikanten Unterschied (U-Test, p > 0,05). In der Abbildung 35 sind die Änderungen der PBMC-Anzahl beschrieben.
	Das Geschlecht der Tiere zeigte keinen Einfluss auf die Anzahl der peripheren Blutleukozyten.
	 
	      
	Abbildung 34: Zeitlicher Verlauf der PBMC-Anzahl in den Gruppen bis / über 4 Jahre 
	  (n = 10) [PBMC/ml = Zellzahl x 107 / ml] 
	 
	  
	Abbildung 35: Änderung der PBMC-Anzahl getrennt nach Altersgruppen 
	  (PBMC/ml = Zellzahl x 107 / ml)
	 
	4.4.5  Bestimmung des Immunstatus durch die Firma LABOKLIN bei Erstuntersuchung und
	nach Zylexis®- / Placebo-Applikation und Vakzinierung mit Resequin® NN plus
	Für die Ermittlung des Immunstatus wurde die Anzahl der B-, T-, CD4+- und CD8+-Zellen zu den Versuchstagen -30 und 0 durch das Labor LABOKLIN (Bad Kissingen) unter Verwendung der Durchflusszytometrie bestimmt. Ein genaue Auflistung der Daten befindet sich im Anhang (9.1; A4). 
	In der Tabelle 20 ist die Anzahl an B-, T-, CD4+- und CD8+-Zellen zu den Versuchstagen -30 und 0 aufgelistet. Besonders auffällig waren die Messwerte der CD8+-Zellen. Zum Versuchstag -30 lagen bei 15 Pferden die Werte unterhalb des Referenzbereichs und zum Versuchstag 0 zeigten 10 Pferde Werte oberhalb des Referenzbereichs. Abbildung 36 gibt die Anzahl der Zellen als Einzelverläufe pro Tier wieder. Dabei ist ersichtlich, dass die Zellzahlen zwischen den Tieren unterschiedliche Streuungen aufwiesen. Nur bei den CD8+-Zellen waren die Werte am Versuchstag -30 bei allen Tieren einheitlich niedrig und alle Tiere zeigten einen Anstieg der Zellzahl am Versuchstag 0. Für die Messwerte der Zellzahlen von den T-Zellen, B-Zellen und CD4+-Zellen der Versuchstage -30 und 0 konnte mittels Wilcoxon-Test für gepaarte Stichproben statistisch keine Signifikanz nachgewiesen werden (p > 0,5). Hingegen dazu war der Anstieg der CD8+-Zellen von Versuchstag -30 zu Versuchstag 0 statistisch signifikant (p < 0,001). 
	Tabelle 20: Übersicht Immunstatus (n = 18 Pferde)
	Anzahl der Pferde
	Zellen (Versuchstag)
	im Referenz-
	bereich
	unterhalb
	oberhalb
	T-Zellen (-30)
	2
	--
	16
	T-Zellen (0)
	4
	--
	14
	CD4+-Zellen (-30)
	5
	2
	11
	CD4+-Zellen (0)
	5
	--
	13
	CD8+-Zellen (-30)
	2
	15
	1
	CD8+-Zellen (0)
	8
	--
	10
	B-Zellen (-30)
	4
	--
	14
	B-Zellen (0)
	8
	1
	9
	Abbildung 36: Einzeltierverläufe der Anzahl der B-, T-, CD4+- und CD8+-Zellen 
	       (Zellzahl in Mega/l = Zellzahl x 106 / Liter)
	4.4.6  Vergleich des Immunstatus zwischen der Placebo- und Zylexis-Gruppe
	Bei der Überprüfung der Änderungen der Lymphozytenpopulationen (B-, T-, CD4+- und CD8+-Zellen) an den Versuchstagen -30 und 0 ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (U-Test, p > 0,05). 
	Beide Gruppen zeigten bei den B-Zellen, T-Zellen und CD4+-Zellen nur geringe Veränderungen im Vergleich zum Ausgangswert. Der Median dieser Zellzahlen lag hier bei Null (Abb. 37). Deutliche Veränderungen waren dagegen in beiden Gruppen bei den CD8+ Zellen zu beobachten, da alle Werte angestiegen waren und eine positive Differenz aufwiesen. 
	   
	Abbildung 37: Änderung des Immunstatus getrennt nach Zylexis- und Placebo-Gruppe 
	  (Zellzahlen in Mega/l = Zellzahl x 106 / Liter)
	4.4.7  Vergleich des Immunstatus getrennt nach unterschiedlicher Vorimmunisierung
	Unter Berücksichtigung der einzelnen Versuchstage zeigte die Influenza-Gruppe höhere Zellzahlen der T-Zellen, CD8+-Zellen und B-Zellen am Versuchstag 0 im Vergleich zu der Resequin-Gruppe. Diese Unterschiede waren statistisch signifikant (U-Test; p = 0,02; p = 0,02; p < 0,001) und sind im Folgenden graphisch dargestellt (Abb. 38). 
	Bei der Bildung der Differenz vom Versuchstag 0 zum Versuchstag -30 konnte keine statistisch signifikante Änderung der Zellzahlen festgestellt werden (U-Test, p > 0,05). 
	 
	Abbildung 38: Immunstatus zum Versuchstag -30 und 0 in den Gruppen Resequin und 
	  Influenza (Zellzahlen in Mega/l = Zellzahl x 106 / Liter)
	4.4.8  Vergleich des Immunstatus getrennt nach Altersgruppen und Geschlecht
	Bei Betrachtung der einzelnen Versuchstage zeigte die Gruppe „bis 4 Jahre“ statistisch signifikant höhere Zellzahlen bei den T-Zellen am Versuchstag -30 und 0 (U-Test; p = 0,034; p < 0,001), bei den CD8+-Zellen am Versuchstag 0 (p = 0,008) und bei den B-Zellen am Versuchstag -30 und 0 (p = 0,026; p < 0,001). Darüber hinaus zeigte die Gruppe Pferde „bis 4 Jahre“ im Mittel höhere Werte bei den CD4+-Zellen. 
	In der Gruppe der Pferde „über 4 Jahre“ konnte eine Reduktion der T Zellen, CD4+-Zellen und B-Zellen am Versuchstag 0 beobachtet werden. 
	Zusätzlich zeigten  beide Altersgruppen eine Zunahme der CD8+-Zellen.
	Die statistische Prüfung der Änderung der Zellzahl im Vergleich zum Ausgangswert ergab bei der Anzahl der T-Zellen zwischen den beiden Altersgruppen ein statistisch signifikanten Unterschied (U-Test, p = 0,013). Der Median beider Altersgruppen lag bei Null, jedoch wiesen die Tiere „bis 4 Jahre“ zu ca. 75% positive Differenzen auf, während die älteren Tiere zu etwa 75% negative Differenzen in der Zellzahl hatten (Abb. 39). 
	Unterschiede beim Geschlecht konnten nicht festgestellt werden.
	Abbildung 39: Änderung und Verlauf der Anzahl der B-, T-, CD4+- und CD8+-Zellen 
	  getrennt nach Altersgruppen  (Zellzahlen in Mega/l = Zellzahl x 106 / Liter)
	Fortsetzung Abbildung 39: Änderung und Verlauf der Anzahl der B-, T-, CD4+- und CD8+-
	Zellen getrennt nach Altersgruppen  
	(Zellzahlen in Mega/l = Zellzahl x 106 / Liter)
	Fortsetzung Abbildung 39: Änderung und Verlauf der Anzahl der B-, T-, CD4+- und CD8+-
	Zellen getrennt nach Altersgruppen  
	(Zellzahlen in Mega/l = Zellzahl x 106 / Liter)
	4.5  Untersuchung der Zytokin-mRNA Expression nach Zylexis®- / Placebo-Applikation 
	und Vakzinierung mit Resequin® NN plus
	4.5.1  Vergleich der Zytokinmesswerte zwischen den Housekeeping Genen
	Die absoluten mRNA-Mengen wurden gegen die Housekeeping Gene equines β-Aktin und equines GAPDH normalisiert und mittels Regressionsanalyse nach Passing und Bablok verglichen (Passing und Bablok 1983; Bablok et al. 1988). 
	In den Abbildungen 40 bis 43 ist für jedes Zytokin die Passing und Bablok Regression wiedergegeben. Hierfür wurden die Zytokinmesswerte zur Basis 10 logarithmiert. Die Ergebnisse zeigten, dass bei IFN-γ und IL-2 das 95%-Konfindenzintervall der Steigung der Geraden die 1 enthält, d.h. im Mittel von einer Verschiebung der Geraden um eine Konstante zur 45° Geraden ausgegangen werden kann. Hingegen zeigten die Geraden von IL-4 und IL-10 eine von 1 verschiedene Steigung der Geraden, was bedeutet, dass für eine Berechnung der Werte die Gerade mit berücksichtigt werden muss. Eine Auflistung der Ergebnisse ist in Tabelle 21 wiedergegeben. 
	Die positiven Spearman´schen Rang Korrelationskoeffizienten (R) deuten darauf hin, dass mit zunehmenden Werten der β-Aktin Proben auch tendenziell höhere GAPDH-Werte erwartet werden können. Diese Untersuchungen des Zusammenhanges zwischen der Zytokinexpression mit β-Aktin vs. GAPDH waren sämtlich deutlich und statistisch signifikant.
	Anhand dieser Regressionen konnte gezeigt werden, dass es möglich ist, aus den Werten des einen Housekeeping Gens die Werte des anderen zu berechnen. Im Folgenden wurde aufgrund dieser Aussage die Auswertung der Zytokinexpression mit dem Housekeeping Gen β-Aktin durchgeführt. 
	 
	Abbildung 40: Regression nach Passing und Bablok für das Interferon-γ
	 
	Abbildung 41: Regression nach Passing und Bablok für das Interleukin-2
	 
	Abbildung 42: Regression nach Passing und Bablok für das Interleukin-4
	 
	Abbildung 43: Regression nach Passing und Bablok für das Interleukin-10
	Tabelle 21: Ergebnisse Methodenvergleich nach Passing und Bablok
	IFN-γ (GAPDH)/ IFN-γ (β-Aktin)
	IL-2 (GAPDH) / 
	IL-2 (β-Aktin)
	IL-4 (GAPDH)/ IL-4 (β-Aktin)
	IL-10 (GAPDH)/ 
	IL-10 (β-Aktin)
	Regressions-
	gleichung
	y = -1,407 + 0,912 x
	y = -1,821 + 1,054 x
	y = -1,910 + 1,134x
	y = 1,976 + 1,254x
	Schnittpunkt (Intercept)
	-1,4078
	-1,8219
	-1,9104
	-1,9768
	95% Konfidenz-intervall
	-1,6132 - -1,2076
	-2,1790 - -1,4861
	-2,1243 - -1,6879
	-2,2427 - -1,7570
	Steigung (Slope)
	0,9129
	1,0540
	1,1349
	1,2544
	95% Konfidenz-intervall
	0,8266 - 1,0008
	0,9601 - 1,1590
	1,0333 - 1,2490
	1,1106 - 1,4139
	Spearman Korrelations-koeffizient (R)
	0,9536
	0,8126
	0,8460
	0,7591
	4.5.2  Bestimmung des absoluten mRNA-Gehaltes von IFN-γ, Interleukin-2, -4 und -10 in den 
	equinen peripheren mononukleären Blutzellen (ex vivo) 
	Im Studienverlauf wurde die absolute mRNA-Menge von IFN-γ, Interleukin-2, -4 und -10 in Blutproben von Pferden untersucht. Hiermit sollte die Frage geklärt werden, ob die ausgewählten Zytokin-mRNA-Gehalte direkt aus den präparierten equinen peripheren mononukleären Blutzellen ex vivo überhaupt messbar sind und im Folgenden, ob der Immunmodulator Zylexis® und der Impfstoff in Kombination Einfluss auf die absolute Zytokin-mRNA-Menge haben. 
	Die ausgewählten Zytokine konnten mit Hilfe des TaqMan®-Detektionssystems direkt aus den präparierten peripheren Blutleukozyten (ex vivo) erfolgreich detektiert werden. Insgesamt stellte sich heraus, dass z. T. eine große Streuung der Zytokinmesswerte innerhalb und zwischen den Einzeltieren vorlag (Abb. 44). Bei Interferon-γ lagen bei 5 Pferden die Werte zu jedem Zeitpunkt der Studie jeweils unterhalb der Nachweisgrenze von 101 Kopien/µl. Interleukin-10 zeigte eine etwas geringere Streuung der Messwerte bei den Einzeltieren. 
	Die Beurteilung der statistischen Signifikanz der Zytokinmesswerte für die unterschiedlichen Gruppen erfolgte anhand der ex vivo Messwerte, die mit den Housekeeping Genen GAPDH und β Aktin ermittelt wurden. Unterschiede in der statistischen Auswertung konnten zwischen den beiden Housekeeping Genen nicht festgestellt werden. Aufgrund der Ergebnisse im Kapitel 4.5.1 erfolgte die weitere Darstellung der Zytokinexpression anhand der Werte für β-Aktin. Die statistischen Analysen erfolgten auf Basis der betragsmäßig größten Differenz eines jeden Tieres zu dem Ausgangswert, wobei das Vorzeichen wieder berücksichtigt wurde. Über die größte Auslenkung des Tieres wurden die Gruppen miteinander verglichen. 
	Eine genaue Auflistung der Zytokinmesswerte ex vivo für β-Aktin befindet sich im Anhang (9.1; A5).
	 
	 
	Abbildung 44: Einzeltierverläufe der Zytokinmesswerte ex vivo 
	  (Messwerte zur Basis 10 logarithmiert)
	 
	 
	Fortsetzung Abbildung 44: Einzeltierverläufe der Zytokinmesswerte ex vivo 
	(Messwerte zur Basis 10 logarithmiert)
	4.5.3  Vergleich der Zytokinmesswerte getrennt nach Placebo- und Zylexis-Gruppe
	Über die größte Auslenkung des Tieres wurden die Gruppen statistisch mittels U-Test miteinander verglichen. 
	In der Tabelle 22 sind die maximalen Auslenkungen der Zytokinmesswerte getrennt nach Versuchsgruppen aufgelistet. 
	Tabelle 22: Deskriptive Statistik der Zytokinmesswerte durch Bildung der maximalen 
	        Differenz zum Ausgangswert 
	Deskriptive Statistik 
	Einschlussbedingung: Placebo-Gruppe
	Gült. N
	Mittelw.
	Median
	Minimum
	Maximum
	Unteres
	Oberes
	Quartil
	Quartile
	IFN-γ, Beta-Aktin, 
	Diff MAX
	9
	3,40
	4,761
	-10,71
	12,9
	0,2970
	10,35
	IL-2, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	9
	1904,57
	90,422
	-441,99
	12037,9
	7,3170
	1883,07
	IL-4, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	9
	111,65
	18,212
	-27,25
	565,9
	2,9610
	183,22
	IL-10, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	9
	36,97
	1,248
	-1,09
	239,1
	0,8730
	3,94
	Deskriptive Statistik 
	Einschlussbedingung: Zylexis-Gruppe
	Gült. N
	Mittelw.
	Median
	Minimum
	Maximum
	Unteres
	Oberes
	Quartil
	Quartile
	IFN-γ, Beta-Aktin, 
	Diff MAX
	9
	17,7
	7,401
	-2
	69,08
	2,852
	12,884
	IL-2, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	9
	193,5
	247,314
	-1135
	973,29
	-30,134
	450,947
	IL-4, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	9
	99,0
	12,955
	-2
	640,61
	1,938
	30,922
	IL-10, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	9
	2,1
	1,484
	-1
	6,59
	0,334
	3,261
	Aufgrund der schiefen Verteilung der Einzelwerte eignet sich der Median als geeignetes Maß für das „mittlere Verhalten“ der Messwerte. Hierbei fällt auf, dass die Mediane der maximalen Auslenkung für IFN-γ, IL-4 und IL-10 sich in beiden Gruppen nur geringfügig voneinander unterscheiden (Tab. 22). Auffällig erscheint der etwas höhere Median der maximalen Auslenkung von IL-2 in der Zylexis-Gruppe. 
	Bei der Untersuchung mittels U-Test getrennt nach beiden Gruppen auf die maximale Veränderung aller Zytokinmesswerte von Versuchstag -30 nach Versuchstag -2 bis 14, konnte keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden (p > 0,05). 
	Dennoch ist für IFN-γ eine leichte Reaktion in der Expression im Studienverlauf zu beobachten gewesen. Unter Berücksichtigung der Einzeltiermesswerte zeigte sich eine leichte Zunahme der IFN-γ Werte um den Versuchstag 0 bei 4 Pferden (44,4%) aus der Placebo-Gruppe (n = 9) und bei 8 Pferden (72,7%) aus der Zylexis-Gruppe (n = 11). Zum Ende der Studie sanken die Werte wieder auf das Niveau der Ausgangskonzentration ab, teilweise sogar darunter (Abb. 45). 
	 
	Abbildung 45: Zeitlicher Verlauf der Zytokinmesswerte für IFN-γ in den Gruppen Zylexis 
	  und Placebo (Messwerte zur Basis 10 logarithmiert)
	In der Abbildung 46 sind die Änderungen der IFN-γ Expression im Vergleich zum Ausgangswert getrennt nach beiden Gruppen wiedergegeben. Die meisten Tiere in beiden Gruppen zeigten hierbei kaum eine Veränderung der IFN-γ Expression im Studienverlauf. Auffallend waren jeweils zwei Tiere in der Placebo- und Zylexis-Gruppe, die eine zunehmend negative Differenz zum Ausgangswert im Verlauf der Studie zeigten. In der Zylexis-Gruppe reagierten dagegen zwei Tiere mit einer positiven Differenz zum Ausgangswert. 
	 
	Abbildung 46: Änderung der IFN-γ Expression zum Ausgangswert 
	Bei den Messwerten für die Expression von IL-2 zeichnet sich eine ähnlich große Streuung der Einzeltiere auf. Besonders auffallend hierbei war, dass bei allen Tieren die Werte von Interleukin-2 höher lagen als bei den anderen Zytokinen. Die Abbildung 47 beschreibt die Einzeltierverläufe der Zytokinmesswerte von IL-2. In beiden Gruppen sind im Verlauf der Studie kaum Veränderungen in der IL-2 Expression zu beobachten gewesen. 
	 
	Abbildung 47: Zeitlicher Verlauf der Zytokinmesswerte für IL-2 in den Gruppen Zylexis und 
	  Placebo (Messwerte zur Basis 10 logarithmiert)
	Auch in der Änderung der Zytokinmesswerte zum Ausgangswert waren für IL-2 insgesamt nur geringe Abweichungen feststellbar. In beiden Gruppen reagierten vereinzelte Tiere sowohl mit einer positiven als auch negativen Differenz (Abb. 48). 
	 
	Abbildung 48: Änderung der IL-2 Expression im Vergleich zum Ausgangswert
	Bei der Betrachtung der Einzeltierverläufe der Expression von Interleukin-4 konnte im Studienverlauf für einen großen Teil der Tiere in beiden Gruppen ein leichter Anstieg der Zytokinmesswerte beobachtet werden (Abb. 49). Die Änderung der Zytokinmesswerte im Vergleich zum Ausgangswert zeigte für IL-4 in beiden Gruppen vermehrt positive Differenzen (Abb. 50). 
	Der größte Teil der Tiere reagierte geringfügig mit einer zunehmenden Zytokinexpression. 
	  
	Abbildung 49: Zeitlicher Verlauf der Zytokinmesswerte für IL-4 in den Gruppen Zylexis und 
	  Placebo  (Messwerte zur Basis 10 logarithmiert) 
	 
	Abbildung 50: Änderung der IL-4 Expression im Vergleich zum Ausgangswert
	Die Messwerte für die Zytokinexpression von Interleukin-10 zeigten unter Berücksichtigung der Einzeltierverläufe bei einigen Tieren beider Gruppen im Studienverlauf leicht ansteigende Werte (Abb. 51). Bei der Änderung der Zytokinexpression zum Ausgangswert ergaben sich jedoch kaum Veränderungen in beiden Gruppen (Abb. 52). 
	  
	Abbildung 51: Zeitlicher Verlauf der Zytokinmesswerte für IL-10 getrennt nach Gruppen
	  (Messwerte zur Basis 10 logarithmiert)
	 
	Abbildung 52: Änderung der IL-10 Expression im Vergleich zum Ausgangswert
	4.5.4 Vergleich der Zytokinmesswerte getrennt nach unterschiedlicher Vorimmunisierung
	Untersuchungen zum Einfluss der Vorimmunisierung auf die maximale Veränderung der Zytokinmesswerte von Versuchstag -30 nach Versuchstag -2 bis 14 ergaben einen statistisch signifikanten Unterschied bei den Werten für Interleukin-4 (p = 0,034) und für Interleukin-10 (p = 0,034) bei der Resequin-Gruppe. Die Influenza-Gruppe zeigte eine geringere maximale Auslenkung von Interleukin-4 und Interleukin-10.
	In der Tabelle 23 sind die maximalen Auslenkungen der Zytokinmesswerte im Vergleich zum Ausgangswert aufgelistet. 
	Tabelle 23: Deskriptive Statistik der Zytokinmesswerte durch Bildung der maximalen 
	        Differenz zum Ausgangswert getrennt nach unterschiedlicher Vorimmunisierung
	Deskriptive Statistik 
	Einschlussbedingung: Resequin-Gruppe
	Gült. N
	Mittelw.
	Median
	Minimum
	Maximum
	Unteres
	Oberes
	Quartil
	Quartile
	IFN-γ, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	7
	6,29
	5,456
	0,297
	12,9
	2,852
	10,348
	IL-2, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	7
	2171,47
	441,066
	45,353
	12037,9
	94,676
	1883,066
	IL-4, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	7
	215,32
	30,922
	7,134
	640,6
	12,955
	565,947
	IL-10, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	7
	48,14
	2,732
	1,008
	239,1
	1,484
	84,897
	Deskriptive Statistik 
	Einschlussbedingung: Influenza-Gruppe
	Gült. N
	Mittelw.
	Median
	Minimum
	Maximum
	Unteres
	Oberes
	Quartil
	Quartile
	IFN-γ, Beta-Aktin
	Diff MAX
	11
	13,3
	6,350
	-11
	69,08
	-1,655
	12,91
	IL-2, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	11
	334,8
	7,317
	-1135
	3350,72
	-207,098
	906,97
	IL-4, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	11
	35,4
	2,961
	-27
	183,22
	-0,155
	21,29
	IL-10, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	11
	1,3
	0,873
	-1
	6,59
	-0,577
	3,26
	4.5.5 Vergleich der Zytokinmesswerte getrennt nach Altersgruppen und Geschlecht
	Untersuchungen des Einflusses von Alter und Geschlecht auf die maximale Veränderung der Zytokinmesswerte vom Versuchstag -30 zum Versuchstag -2 bis 14 erbrachten für die ausgewählten Zytokine sowohl beim Alter als auch beim Geschlecht keinen statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,05). 
	In den Tabellen 24 und 25 sind die maximalen Auslenkungen der Zytokinmesswerte zum Ausgangswert wiedergegeben. 
	Tabelle 24: Deskriptive Statistik der Zytokinmesswerte durch Bildung der maximalen 
	        Differenz zum Ausgangswert getrennt nach Altersgruppen
	Deskriptive Statistik 
	Einschlussbedingung: Altersgruppe "bis 4 Jahre"
	Gült. N
	Mittelw.
	Median
	Minimum
	Maximum
	Unteres
	Oberes
	Quartil
	Quartile
	IFN-γ, Beta-Aktin
	Diff MAX
	10
	14,90
	9,463
	-10,71
	69,08
	-1,655
	12,91
	IL-2, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	10
	600,26
	186,785
	-110,58
	3350,72
	7,317
	906,97
	IL-4, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	10
	41,84
	13,001
	-27,25
	183,22
	1,018
	30,92
	IL-10, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	10
	2,22
	1,407
	-1,09
	6,59
	-0,131
	3,94
	Deskriptive Statistik 
	Einschlussbedingung: Altersgruppe „über 4 Jahre"
	Gült. N
	Mittelw.
	Median
	Minimum
	Maximum
	Unteres
	Oberes
	Quartil
	Quartile
	IFN-γ, Beta-Aktin
	 Diff MAX
	8
	5,2
	5,109
	0
	10,3
	2,003
	8,230
	IL-2, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	8
	1610,0
	146,333
	-1135
	12037,9
	-324,543
	1167,007
	IL-4, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	8
	184,7
	15,583
	-2
	640,6
	4,536
	399,709
	IL-10, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	8
	41,2
	1,246
	-1
	239,1
	0,604
	43,815
	Tabelle 25: Deskriptive Statistik der Zytokinmesswerte durch Bildung der maximalen 
	        Differenz zum Ausgangswert getrennt nach Geschlecht
	Deskriptive Statistik 
	Einschlussbedingung: "Geschlecht" = "weiblich"
	Gült. N
	Mittelw.
	Median
	Minimum
	Maximum
	Unteres
	Oberes
	Quartil
	Quartile
	IFN-γ, Beta-Aktin
	Diff MAX
	15
	8,9
	5,456
	-9
	69,1
	0,678
	10,348
	IL-2, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	15
	945,6
	90,422
	-1135
	12037,9
	-110,582
	450,947
	IL-4, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	15
	100,1
	9,828
	-27
	640,6
	1,018
	21,285
	IL-10, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	15
	22,5
	1,162
	-1
	239,1
	-0,131
	2,732
	Fortsetzung Tabelle 25:
	Deskriptive Statistik 
	Einschlussbedingung: "Geschlecht" = "männlich"
	Gült. N
	Mittelw.
	Median
	Minimum
	Maximum
	Unteres
	Oberes
	Quartil
	Quartile
	IFN-γ, Beta-Aktin, 
	Diff MAX
	3
	18,69
	12,88
	-10,712
	53,90
	-10,712
	53,90
	IL-2, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	3
	1566,25
	906,97
	441,066
	3350,72
	441,066
	3350,72
	IL-4, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	3
	131,52
	180,40
	30,922
	183,22
	30,922
	183,22
	IL-10, Beta-Aktin 
	Diff MAX
	3
	4,48
	3,94
	3,261
	6,25
	3,261
	6,25
	4.5.6  Untersuchung des absoluten mRNA-Gehaltes von IFN-γ, Interleukin-2, -4 und -10 in 
	den equinen peripheren Blutleukozyten nach Stimulation mit Concavalin A (in vitro)
	Im Verlauf der Studie sollte zusätzlich die Zytokinexpression nach Stimulation der equinen PBMC in Zellkultur ermittelt werden. Für diese in vitro Untersuchungen wurde zu den stimulierten PBMCs jeweils eine unstimulierte Kontrolle mitgeführt (Anhang 9.1; A6). Zum Versuchstag -30 standen nur 6 Proben von 20 zur Verfügung. Für die Placebo-Gruppe waren 47 und für die Zylexis-Gruppe 59 Proben auswertbar. Eine statistische Auswertung über die Veränderung der Zytokinexpression im Vergleich zum Ausgangswert konnte aufgrund der niedrigen Anzahl und der daraus resultierenden Ungenauigkeit nicht durchgeführt werden. 
	Um die Frage zu klären, ob die Stimulation der equinen PBMC in Zellkultur mit einem unspezifischen Mitogen zu einer Veränderung der Zytokinexpression führt, wurde die Differenz zwischen den stimulierten Messwerten mit den unstimulierten Messwerten gebildet. Eine positive Differenz der Zytokinmesswerte gibt eine zunehmende Zytokinexpression durch die Stimulation wieder. Anhand der Differenzen von allen Versuchstagen wurde mittels U Test untersucht, ob die unterschiedlichen Gruppen einen Einfluss auf die Stimulierbarkeit der equinen PBMC in Zellkultur ausüben. 
	Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Stimulation der equinen PBMC eine Veränderung der Zytokinexpression hervorgerufen hat. Lediglich das equine Interleukin-2 wurde durch diese Art der Stimulation nur gering vermehrt exprimiert.
	Statistische Untersuchungen der Differenz der stimulierten und unstimulierten Werte, getrennt nach den Versuchsgruppen Zylexis und Placebo, ergaben einen statistisch signifikanten Unterschied bei IFN-γ und IL-4 (U-Test; p = 0,004; p < 0,001). In beiden Fällen konnte in der Placebo-Gruppe eine erhöhte Stimulierbarkeit der PBMC gemessen werden. Die folgenden Abbildungen geben die Stimulierbarkeit von IFN-γ und IL-4 getrennt nach Gruppen wieder. 
	 
	Abbildung 53: Stimulierbarkeit von IFN-γ aus equinen PBMC getrennt nach 
	  Versuchsgruppen
	 
	Abbildung 54: Stimulierbarkeit von IL-4 aus equinen PBMC getrennt nach Versuchsgruppen
	Der Einfluss der unterschiedlichen Vorimmunisierung auf die Stimulierbarkeit der equinen PBMC wurde ebenfalls mit Hilfe des U-Tests überprüft. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen konnte nicht festgestellt werden (p > 0,05). 
	Untersuchungen des Einflusses vom Alter auf die Stimulierbarkeit der equinen PBMC erbrachten mittels U-Test einen statistisch signifikanten Unterschied bei der Stimulierbarkeit für Interleukin-4 (p = 0,012). Aus der Abbildung 55 ist zu entnehmen, dass bei den Pferden „bis 4 Jahre“ eine erhöhte Stimulierbarkeit bei IL-4 nachgewiesen werden konnte. 
	 
	Abbildung 55: Stimulierbarkeit von IL-4 aus equinen PBMC getrennt nach Altersgruppen
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	5. Diskussion
	Die equinen Herpesviren Typ 1 und Typ 4 haben beim Pferd eine große Bedeutung, da sie klinisch relevante Erkrankungen verursachen. EHV-1 stellt die wichtigste und auch wirtschaftlich bedeutendste virale Abortursache dar (Dongus 2003).  
	Zur Vorbeugung gegen wirtschaftliche Verluste durch eine Herpesvirusinfektion beim Pferd wird der Vakzinierung gegen EHV-1/-4 eine besondere Bedeutung zugesprochen. In Deutschland findet die Anwendung der inaktivierten Kombinationsvakzine Resequin® NN plus eine weite Verbreitung. Der Impfstoff enthält u. a. nicht vermehrungsfähige EHV-1/-4 Antigene, die die humorale Immunantwort durch die Antigenpräsentation über MHC Klasse II Moleküle (Tizard 2004) induzieren. Zur Steigerung der unspezifischen Immunantwort der inaktivierten Erreger sind zusätzlich Adjuvantien (Aluminiumhydroxid, Immunostim®) in der Kombinationsvakzine enthalten (Mayer 2003). Das Adjuvanz Carbapol in der inaktivierten EHV-1/-4 Vakzine Duvaxyn® EHV1/4 (Fort Dodge) soll darüber hinaus die zytotoxischen T Zellen stimulieren. Untersuchungen von Kydd et al. (2003) zeigten, dass bei tragenden Stuten nach dreimaliger Applikation von Duvaxyn® EHV1,4 neben der Serokonversion auch die Häufigkeit von antigenspezifischen zytotoxischen T-Zellen, ermittelt durch den Chromfreisetzungstest, zunahm. Nach experimenteller Infektion der tragenden Stuten fohlten 4 von 5 aus dieser Gruppe erfolgreich, während alle unbehandelten Kontrolltiere abortierten. Es ergab sich eine positive Korrelation zwischen der Anzahl zytotoxischer T-Zellen im Blut und dem Schutz vor EHV-1 bedingten Aborten. 
	Im Rahmen dieser Arbeit sollte die grundlegende Frage geklärt werden, ob durch die Kombination von Zylexis® mit der inaktivierten Kombinationsvakzine Resequin® NN plus die zelluläre Immunantwort stimuliert werden kann und somit eine Verbesserung der Impfantwort  beim Pferd möglich ist. 
	Dafür wurden im Einzelnen die Auswirkungen von Zylexis® im Zusammenhang mit dem Impfstoff Resequin® NN plus auf die Antikörper-Antwort, auf die Anzahl peripherer mononukleärer Blutzellen und auf die Expression von ausgewählten Zytokinen (IFN-γ, IL-2, IL-4, IL 10) mit Hilfe der TaqMan®-PCR untersucht.
	Ein Nachweis von Konzentrationsunterschieden der mRNA verschiedener Zytokine konnte bereits durch eine relative Quantifizierung mittels TaqMan®-PCR durch andere Arbeitsgruppen auch beim Pferd gezeigt werden (Mangold-Gehring 2005; Coombs et al. 2006; Pusterla et al. 2006; Horohov et al. 2008). Für die vorliegende Arbeit wurde die TaqMan®-PCR genutzt, um Unterschiede in der mRNA Konzentration der Zytokine durch eine absolute Quantifzierung darzustellen.
	Die ausgewählten Zytokine (IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-10) sind wichtige Indikatoren zur Charakterisierung einer zellulären und humoralen Immunreaktion. Bei der zellulären Immunantwort wirkt die Induktion der IL-2-Synthese aus den Th1-Zellen zusätzlich stimulierend auf die IFN-γ Produktion aus den Th1-Zellen und den Natürlichen Killerzellen. Bei der humoralen Immunantwort kommt es zu einer Induktion der IL 4-Synthese hauptsächlich aus den aktivierten Th2-Zellen. Das IL-4 wirkt immunregulatorisch und fördert die Aktivierung und Proliferation der B-Zellen. Das IL-10 wird hauptsächlich von den Th2 Zellen gebildet und wirkt in erster Linie regulierend in der späten Phase der Immunantwort (Delves et al. 1998), indem es die Ausschüttung der Zytokine aus den Th1 Zellen hemmt und somit das Ausmaß einer zellulären Immunantwort beeinflusst. Eine Induktion der IL-10 Produktion kann zur Folge haben, dass virusinfizierte Zellen nicht mehr durch die zytotoxischen T-Zellen abgetötet werden und dadurch eine ungehinderte Virusvermehrung in den Zellen stattfinden kann. Andererseits verhindert das IL-10 eine überschießende Reaktion der zytotoxischen T Zellantwort (Tizard 2004). 
	Für den Nachweis von Zytokin-mRNA aus den präparierten equinen peripheren Blutleukozyten musste zunächst die Gesamt-RNA präpariert werden. Hierfür wurden im Vorfeld verschiedene RNA-Extraktionsmethoden verglichen. Zum Vergleich standen das Trizol® Reagent (Fa. Invitrogen, Karlsruhe), das RNeasy Mini Kit (Fa. Qiagen, Hilden) und das Blutentnahmesystem PAXgene Blood RNA Tubes (Fa. PreAnalytix/Qiagen, Hilden) sowie das dazugehörige RNA Blood Kit (Fa. Qiagen, Hilden). 
	Im Studienverlauf konnten aus 30 ml Blut gesamt ca. 1 bis 5 x 107 Zellen (PBMC) isoliert werden. Daraus wurden mittels Trizol® Reagent 40 µl RNA extrahiert und Konzentrationen von 200 µg bis 2600 µg/ml RNA erreicht. Im Vergleich dazu konnte mit dem RNeasy Mini Kit aus 30 ml Blut und einer Gesamtzellzahl von ca. 1 x 107 Zellen (PBMC) ein 40 µl RNA-Eluat gewonnen werden mit einer durchschnittlichen Konzentration von 65 µg/ml RNA. In einem PAXgene Probenröhrchen wird die RNA aus 2,5 ml Blut isoliert. Mit dem dazugehörigen PAXgene RNA Blood Kit konnte ein RNA-Eluat von 40 µl und eine durchschnittliche Konzentration von 27,45 µg/ml RNA gewonnen werden. D. h. es müssten mindestens 12-mal so viele PAXgene Blood RNA Tubes verwendet werden, um annähernd gleich große RNA-Konzentrationen im Eluat zu erhalten wie es bei den Trizol®-Präparationen der Fall war. Darüber hinaus zeigte die denaturierende Formaldehyd-Agarosegelelektrophorese bei den Trizol®-Proben eine gute RNA-Qualität, die gleichzeitig für die PCR-Anwendungen geeignet war.
	Der Einfluss von Zylexis® bzw. der Impfung auf die Zytokininduktion im Organismus sollte durch die Bestimmung von Konzentrationsunterschieden der ausgewählten Zytokine vor und nach Applikation der Medikamente überprüft werden. Hierfür erfolgte eine absolute Quantifizierung der Zytokin-mRNA aus den equinen peripheren Blutleukozyten mittels TaqMan®-PCR nach sofortiger Aufarbeitung der Blutproben und zusätzlich zur Absicherung der Ergebnisse nach einer in vitro Stimulation mit Concavalin A. Ein Nachweis von Zytokinen ex vivo wurde bereits in der Dissertation von Mangold-Gehring (2005) durchgeführt. Hierbei konnte die IFN-γ mRNA Konzentration direkt aus dem Hundeblut durch die sensitive TaqMan®-PCR gemessen werden. In der bisherigen Literatur ist die Bestimmung von Zytokin-mRNA-Konzentrationen nach einer vorhergehenden Stimulation von Zellkulturen (in vitro) mit Antigenen oder Mitogenen beschrieben worden (Gustat 2003; Mangold-Gehring 2005; Coombs et al. 2006). Die Notwendigkeit für eine Stimulation in vitro liegt darin, dass niedrige Zytokin-mRNA-Konzentrationen im Blut vorhanden sind. Nach bisherigen Erkenntnissen erwiesen sich diese Konzentrationen als zu gering, um beispielsweise zwischen zwei Zeitpunkten Unterschiede messen zu können. 
	Die aus dem Pferdeblut präparierten PBMCs können in Zellkultur durch Mitogene unspezifisch stimuliert werden. Durch die unspezifische Stimulation werden die Zellen gleichermaßen zur Teilung angeregt. Folglich erhöht sich die Menge aller mRNA´s.             Zu den wichtigsten Mitogenen zählen die pflanzlichen Lektine. Die pflanzlichen Lektine binden an Glykoproteine der Zelloberfläche und fördern die Teilung der Zellen. Zu den pflanzlichen Lektinen gehören das Phythohemagglutinin (PHA), das Concavalin A (Con A) und das Pokeweed Mitogen (PWM). Die Lymphozyten reagieren unterschiedlich auf die verschiedenen Lektine. PHA stimuliert hauptsächlich die Teilung der T-Zellen, hat aber auch einen geringen Effekt auf B-Zellen. Con A führt zu einer T-Zell-Aktivierung, während PWM einen Effekt auf T- und B-Zellen ausübt. 
	Die PBMCs können alternativ spezifisch in Zellkultur durch EHV-1-Antigen oder Impfantigene stimuliert werden. Bei einer spezifischen Stimulation binden die Antigene an spezielle Rezeptoren und bewirken die Aktivierung bzw. die Anregung der Zellen zu einer vermehrten Zytokinproduktion. Folglich kann sich das Zytokinexpressionsmuster verschieben. Im Gegensatz dazu fördern Mitogene durch unspezifische Stimulation die Teilung der jeweiligen Immunzellen. Eine Stimulation der PBMC in Zellkulturen durch das EHV-1 Antigen zeigte Unterschiede in der Expression von IFN-γ und IL-4 in Abhängigkeit von der Häufigkeit des Antigenkontaktes (Coombs et al. 2006). 
	Der Effekt durch die Zylexis- und Impfapplikation im Organismus könnte durch die spezifische Stimulation möglicherweise überdeckt oder verändert werden. Eine unspezifische Stimulation wurde in der hier vorliegenden Arbeit daher zur besseren Darstellbarkeit von  Konzentrationsunterschieden der mRNA´s vorgezogen.
	Nach der Festlegung der Methoden und der zu bestimmenden Parameter wurde mit dem Versuchsaufbau und der -durchführung begonnen. Im Rahmen eines Vorversuches wurden 10 Pferde mit Zylexis® behandelt und mit Resequin® NN plus vakziniert (Ergebnisse nicht präsentiert). Von allen 10 Tieren erfolgten Blutentnahmen 2 Tage vor der Impfung und 14 Tage sowie 35 Tage nach der Vakzination. Die Blutproben wurden serologisch auf EHV-1/-4 Antikörper untersucht und darüber hinaus erfolgte eine Bestimmung des Immunstatus durch die Fa. LABOKLIN (Bad Kissingen). Die Ergebnisse des Vorversuches demonstrierten eine Erhöhung der Zellzahlen und Antikörperanstiege innerhalb der ersten 14 Tage nach der Vakzination. Anhand dieser Beobachtungen war es angebracht, diesen Zeitraum detaillierter im Hauptversuch zu untersuchen.
	Coombs et al. (2006) konnten Unterschiede in der Immunantwort und Zytokinexpression von IFN-γ und IL-4 durch relative Quantifizierung mit Hilfe der quantitativen „Real-Time“ PCR feststellen, wenn die Pferde in ihrer Vergangenheit bereits mit EHV-1 experimentell infiziert wurden. Diese Pferde zeigten keine klinische Symptomatik bei erneuter experimenteller Infektion mit EHV-1 sowie keine Serokonversion, dagegen aber eine deutliche Induktion von IFN-γ und Lymphozytenproliferation. Die Gruppe der Pferde, die in ihrer Vergangenheit noch keine experimentelle EHV-1 Infektion durchgemacht hatte, zeigte nach der experimentellen Infektion deutliche klinische Anzeichen, wie Fieber und Nasenausfluss, eine Serokonversion und geringere Induktion von IFN-γ und IL-4 sowie eine fehlende Lymphozytenproliferation. 
	Das Alter kann darüber hinaus einen Einfluss auf die Immunantwort ausüben.                 Paillot et al. (2005) zeigten dazu, dass die Synthese von IFN-γ aus den PBMC von Pferden nach experimenteller Infektion mit EHV-1 sowie nach in vitro Stimulation mit EHV-1 mit zunehmendem Alter ansteigt. Diese Beobachtung deutet auf eine Vermehrung der EHV 1 spezifischen Gedächtniszellen nach wiederholter Exposition mit dem EHV-1 Antigen im zunehmenden Alter hin (Paillot et al. 2005). Jedoch hat diese Vermehrung nicht unbedingt immer etwas mit dem Alter zu tun, sondern vielmehr mit der Häufigkeit des Antigenkontaktes. 
	In Anlehnung an diese beiden Veröffentlichungen wurde für die vorliegende Studie berücksichtigt, dass sowohl das Alter, als auch die vorangegangenen Impfungen der Pferde, je nach Häufigkeit und Art der verwendeten Vakzine, einen Einfluss auf die Immunreaktion ausüben können.  
	5.1  Auswirkung von Zylexis® im Zusammenhang mit dem Impfstoff Resequin® NN plus 
	auf die Antikörperantwort
	Eine immunologische Reaktion infolge der Impfung konnte im Studienverlauf bei 19 (95%) Pferden im indirekten Immunfluoreszenztest (IFT) und im Neutralisationstest (NT) bei 7 (35%) Tieren beobachtet werden. Zwischen den Versuchsgruppen Zylexis und Placebo konnten keine Unterschiede bei den Antikörpertitern im NT und IFT festgestellt werden. Auch bei der Betrachtung der Altersgruppen sowie der Gruppen mit unterschiedlicher Vorimmunisierung wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede in der serologischen Reaktion im NT und IFT beobachtet. Besonders auffällig war der EHV-1 und -4 Titeranstieg im IFT um den Faktor 4 am Versuchstag 7 bei „Ibiza“ und der EHV 1 Titeransteig um den Faktor 4 bei „Goldfee“ (beide Tiere aus der Zylexis-Gruppe). „Genua“ (Placebo-Gruppe) zeigte am Versuchstag 14 einen EHV-1/-4 Titeranstieg um den Faktor 8. Da zu jedem Untersuchungszeitpunkt keines der Pferde eine Störung des Allgemeinbefindens aufwies oder Anzeichen einer Erkrankung erkennbar waren, ist der deutliche Titeranstieg, insbesondere bei diesen drei Pferden (Ibiza, Goldfee, Genua), als Reaktion auf die Impfung zurückzuführen. 
	Zusammenfassend konnte ein Anstieg der EHV-1/-4 Antikörper nach der Impfung mit Resequin® NN plus festgestellt werden, allerdings lassen sich die Antikörper aufgrund der Kreuzreaktivität von EHV-1 und EHV-4 durch den NT und IFT nicht genau differenzieren. Crabb und Studdert (1995) entwickelten hierfür einen EHV-1 spezifischen IgG-ELISA-Test zur Differenzierung zwischen Antikörpern gegen EHV 1 und EHV-4.
	Sowohl in der Zylexis-Gruppe als auch in der Placebo-Gruppe kam es gleichermaßen zu einem Anstieg der Antikörper im Studienverlauf. Somit konnte ein Einfluss von Zylexis® auf die Antikörperantwort nicht gezeigt werden. Untersuchungen von Valpotić et al. (1998) zum Einfluss von Baypamun® (neuer Produktname: Zylexis®) in Kombination mit einer Tetanusvakzinierung beim Pferd zeigten einen höheren IgG-Serumwert bei der Pferdegruppe, die vor der Impfung mit Baypamun® behandelt wurde. Valpotić et al. (1998) konnten einen Anstieg der IgG Konzentration messen. In der hier vorliegenden Arbeit wurde wiederum ein Anstieg der  virusneutralisierenden Antikörper als Indiz für die humorale Immunantwort festgestellt. Der nachgewiesene IgG-Anstieg von Valpotić et al. (1998) passt mit der Antikörperreaktion der hier vorliegenden Arbeit zusammen. Allerdings konnten in dieser Arbeit keine Unterschiede im Antikörperanstieg zwischen den Zylexis® und Placebo vorbehandelten Tieren nachgewiesen werden.
	In der Dissertation von Schröer (2001) wurden Antikörpertiter gegen EHV-1/-4 mit einem Neutralisations- und indirekten Immunfluoreszenztest vor und nach Impfung mit Resequin® plus bei 6 Warmblutpferden eines geschlossenen Bestandes sowie bei 123 Zuchtstuten eines deutschen Vollblutgestütes bestimmt. Innerhalb des Warmblutbestandes wiesen keine der Stuten nachweisbare NT-Titer auf. Im IFT konnten nach der Impfung nur geringe Titerveränderungen beobachtet werden. Lediglich bei einer Stute stieg der IFT-Titer innerhalb der ersten 6 Tage um den Faktor 4 an. Die IFT-Titer sanken bis ca. zwei Monate nach der Impfung wieder auf den Ausgangswert oder darunter. Innerhalb des Vollblutbestandes wurde eine Gruppe von 16 Stuten im Alter von 5-20 Jahren über den Zeitraum eines halben Jahres regelmäßig auf EHV 1/-4 Antikörper vor und nach der Impfung untersucht. In dieser Gruppe zeigten innerhalb von vier Wochen nach der Impfung 11 Stuten keine serologische Reaktion gegen EHV-1. Bei 4 Stuten stiegen die Antikörpertiter im NT oder IFT nicht signifikant an. Grundsätzlich konnte eher bei älteren Stuten (> 10 Jahre) eine serologische Reaktion nach der Impfung festgestellt werden (Schröer 2001). 
	Erwartungsgemäß zeigten die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit, dass die älteren Tiere (5 bis 17 Jahre) eine vermehrte Bildung von virusneutralisierenden Antikörpern aufwiesen, die vermutlich mit einem häufigeren Kontakt zum Antigen durch regelmäßige Impfungen oder aber auch infolge häufiger Reaktivierung von latentem Virus zusammenhängt. 
	Foote et al. (2002) untersuchten die Antikörperantwort gegen EHV-1/-4 mittels ELISA von Stuten (4-17 Jahre) und Fohlen (3-6 Monate) nach Impfung mit einer inaktivierten EHV-1/-4 Vakzine (DuvaxynTM, Fort Dodge). Dabei konnte festgestellt werden, dass Stuten im Alter von 4 bis 7 Jahren eine größere serologische Reaktion zeigten als ältere Tiere. Es ist also davon auszugehen, dass eine intensivere immunologische Reaktion nicht unbedingt immer vom Alter abhängt, sondern dass auch die Häufigkeit des Antigenkontaktes einen entscheidenden Einfluss auf die Intensität der Immunreaktion ausübt.
	5.2  Auswirkung von Zylexis® im Zusammenhang mit dem Impfstoff Resequin® NN plus 
	auf die Anzahl der peripheren mononukleären Blutzellen und den Immunstatus
	Zur Bestimmung der Anzahl equiner peripherer mononukleärer Blutzellen wurde nach der Isolierung aus dem Blut die Zellzahl in der Neubauer-Zählkammer unter dem Lichtmikroskop bestimmt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass der Anstieg der PBMC-Anzahl im Vergleich zum Ausgangswert bei den Pferden der Zylexis-Gruppe signifikant war. Ein Unterschied in der Zunahme der PBMC-Anzahl verglichen zum Ausgangswert konnte zwischen den Altersgruppen „bis 4 Jahre“ und „über 4 Jahre“ und bei den Pferden, die getrennt nach ihrer unterschiedlichen Vorimmunisierung gruppiert wurden, nicht festgestellt werden. 
	Valpotić et al. (1998) untersuchten die humorale und zelluläre Immunantwort bei Pferden nach Vakzination mit Tetanus Toxoid und Toxin. Eine Gruppe der Pferde wurde zusätzlich mit dem Immunmodulator Baypamun® vor der Tetanusvakzination behandelt und zeigte u. a. eine größere Lymphozytenproliferation. Zur Überprüfung der Lymphozytenproliferation stimulierten Valpotić et al. (1998) die frisch isolierten equinen PBMC in Zellkulturen mit Mitogenen (PHA und PWM) und bildeten mit unstimulierten Kontrollen ein Stimulationsindex. In der vorliegenden Arbeit führte die Zylexis®-Applikation ebenfalls zu einer deutlichen signifikanten Zunahme der PBMC-Anzahl. Es können keine genauen  Rückschlüsse gezogen werden, welche Zellsubpopulationen sich vermehrt haben, da die Anzahl der PBMC durch Auszählung unter dem Mikroskop in der Neubauer-Zählkammer bestimmt wurde.  
	Bei Betrachtung der PBMC-Anzahl in den Gruppen der unterschiedlichen Vorimmunisierung und den Altersgruppen fällt auf, dass im Einzelnen statistisch signifikant höhere PBMC-Zahlen bei den Tieren der Influenza-Gruppe und der Pferde „bis 4 Jahre“ vorhanden waren. Man könnte daraus schlussfolgern, dass die in Vergangenheit mit Influenza geimpften Tiere sowie die Pferde in einem Alter bis 4 Jahren den signifikanten Unterschied in der Änderung der PBMC-Anzahl der Zylexis-Gruppe ausmachen. Da sich in der Zylexis- und Placebo-Gruppe jedoch gleich viele Influenza vorimmunisierte Tiere sowie Pferde im Alter bis 4 Jahre befinden, ist die Zunahme der Anzahl an PBMC im Vergleich zum Ausgangswert als Folge der Zylexis® Behandlung anzusehen oder individuell bedingt. Darüber hinaus war die Änderung der PBMC-Anzahl in der Gruppe der unterschiedlichen Vorimmunisierung und der Altersgruppe nicht statistisch signifikant gewesen.
	In der vorliegenden Studie wurden die Lymphozytensubpopulationen an zwei Untersuchungszeitpunkten (Versuchstag -30 und 0) durch die Fa. LABOKLIN (Bad Kissingen) untersucht. Diese Art der Untersuchung ist jedoch mit einem vermehrten Arbeitsaufwand (Probenversand, Entnahmezeitpunkt) und einem hohen Kostenaufwand verbunden und für umfassendes Probenmaterial nicht geeignet. Daher wurden die Untersuchungen in dieser Arbeit nur in einem begrenzten Umfang durchgeführt.
	Die Differenzierung der T-Lymphozyten in die Subpopulationen CD4+- und CD8+-Zellen an den Versuchstagen -30 und 0 zeigte vor allem bei den CD8+-Zellen eine deutliche Zunahme am Versuchstag 0. Bei den CD4+-Zellen konnte eine leichte Zunahme der Zellzahl beobachtet werden. Eine Zunahme der B-Zellpopulation würde mit der serologischen Reaktion im Studienzeitraum zusammenpassen, da die B-Zellen nach Antigenkontakt zur antikörperproduzierenden Plasmazelle proliferieren (Tizard 2004). Allerdings wurde am Versuchstag 0 eine leichte Abnahme der B-Lymphozyten verzeichnet. Eine Verknüpfung der B-Lymphozytenanzahl mit der Antikörperantwort ist anhand des frühen Untersuchungszeitpunktes am Versuchstag 0 nicht möglich, da eine serologische Reaktion erst ab Versuchstag 7 bzw. 14 beobachtet wurde. Zu diesen Zeitpunkten erfolgte jedoch keine labortechnische Differenzierung der Lymphozytensubpopulationen. Zwischen der Zylexis- und Placebo-Gruppe konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Auffällig war die statistisch signifikante Änderung der T-Zellzahl bei den jüngeren Pferden „bis 4 Jahre“. Die jüngeren Pferde zeigten eine deutliche Zunahme der T-Zellen, insbesondere der CD8+-Zellen, nach der Impfung, während die älteren Pferde mit einer Abnahme der T-Zellzahl reagierten.  
	Die insgesamt deutliche Proliferation der CD8+ T-Zellen am Versuchstag 0 konnte auch in der oben erwähnten Studie von Valpotić et al. (1998) beobachtet werden. Hier wurden die peripheren mononukleären Blutzellen zu jedem Untersuchungszeitpunkt mittels Durchflusszytometrie differenziert. Bei den Baypamun®-behandelten Pferden konnte eine größere Anzahl der CD8+-Zellen und B-Zellen und eine geringere Anzahl von CD4+-Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Pferden festgestellt werden (Valpotić et al. 1998).
	Die zytotoxischen T-Zellen besitzen die CD8-Oberflächenmoleküle und binden spezifisch an MHC-Moleküle der Klasse I von antigenpräsentierenden Zellen. Die Interaktion der MHC Klasse I Moleküle mit den CD8+ T-Zellen spielt eine Rolle bei der Abwehr von intrazellulären Erregern bzw. virusinfizierten Zellen (Tizard 2004). Da der Impfstoff nur inaktivierte Komponenten enthält, die über MHC-Klasse II Moleküle und Interaktion mit CD4+ T-Helferzellen dem Immunsystem zur Bildung von Antikörpern zugänglich gemacht werden, kann die Zunahme der CD8+ T-Zellen vermutlich nicht alleine auf den Impfstoff zurückzuführen sein, sondern vielmehr auf die im Impfstoff enthaltenen Adjuvantien oder das Zylexis®. Klinische Hinweise für ein virales Infektionsgeschehen in dem Studienzeitraum konnten anhand der täglichen Kontrolle des Allgemeinbefindens der Tiere nicht gezeigt werden. Nicht ganz auszuschließen ist eine durch die Impfung entstandene Stresssituation, die zur subklinischen Infektionskrankheit bis hin zu einer Reaktivierung von latentem EHV mit subklinischen Symptomen geführt haben kann. 
	5.3  Auswirkung von Zylexis® im Zusammenhang mit dem Impfstoff Resequin® NN plus 
	auf die Expression von IFN-γ, IL-2, IL-4 und IL-10
	Untersuchungen über die Änderung der Zytokin-mRNA Konzentration von IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-10 ex vivo erfolgten auf Basis der betragsmäßig größten Differenz eines jeden Tieres zu dem Ausgangswert. Die Expression der mRNA von IFN-γ und IL-2 verzeichnete im Verlauf der Studie kaum eine Änderung. Die IFN-γ Genexpression war zum größten Teil bei den Zylexis®-behandelten Tieren, aber auch bei den Placebo-behandelten Pferden am Versuchstag 0 leicht erhöht, sank dann wieder auf das Niveau der Ausgangskonzentration, teilweise sogar darunter. Vermutlich ist die leichte Reaktion in der Expression von IFN-γ individuell bedingt. Nach der Studie von Horohov et al. (2008) besteht diesbezüglich aber auch der Grund zur Annahme, dass Zylexis® zu dieser Reaktion geführt haben kann. Horohov et al. (2008) konnten einen Anstieg der IFN-γ Genexpression ex vivo beim Pferd 24 Stunden nach der ersten Zylexis®-Applikation verzeichnen. Nicht auszuschließen ist aber auch die Reaktion auf die im Impfstoff enthaltenen Adjuvantien Aluminiumhydroxid und Immunostim®, da auch vereinzelt Pferde der Placebo-Gruppe einen Anstieg der IFN-γ Genexpression verzeichneten. 
	Insgesamt konnte unabhängig der Gruppenzugehörigkeit ein leichter Anstieg in der mRNA-Expression bei IL-4 und IL-10 festgestellt werden. Zwischen der Zylexis- und Placebo-Gruppe bestanden hinsichtlich der Änderung in der Zytokinexpression keine Unterschiede. Die Pferde, die mit dem Impfstoff Resequin® NN plus bereits in der Vergangenheit vakziniert wurden, verzeichneten eine signifikant höhere maximale Auslenkung der IL-4 und IL-10 Expression als vergleichsweise die Tiere, die zuvor nur den Influenza-Impfstoff erhielten. Es ist bekannt, dass der wiederholte Kontakt des Impfantigens zu einem Booster-Effekt führt (Mayer 2003). Demnach könnte der Unterschied in der IL-4 und IL-10 Expression bei den zuvor mit Resequin® NN plus geimpften Tieren auf die wiederholte Exposition mit demselben Impfantigen zurückzuführen sein. Im Grunde müsste die Höhe der EHV-1/-4 Antikörpertiter dementsprechend bei den mit Resequin® NN plus vorimmunisierten Tieren ebenfalls einen Unterschied im Vergleich zu den Influenza vorgeimpften Pferden aufweisen. Dahingehend zeigten die Antikörpertiter gegen EHV-1/-4 sowohl im NT als auch IFT keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Arten der Vorimmunisierung.  
	Der Einfluss des Alters auf die Zytokinexpression erbrachte statistisch keinen signifikanten Unterschied zwischen den jüngeren („bis 4 Jahre“) und älteren Tieren („über 4 Jahre“). 
	Die Ergebnisse der Zytokinexpressionsmuster in der vorliegenden Arbeit deuten im Allgemeinen auf eine Induktion der humoralen Immunantwort hin (ansteigende IL-4 und IL 10 Werte), ausgelöst durch die Impfung mit Resequin® NN plus. Ein Zusammenhang mit den Ergebnissen der Titeranstiege der EHV-1/-4 Antikörper lässt sich daher ableiten. Ähnliche Ergebnisse fanden sich in der Studie von Coombs et al. (2006). Die Arbeitsgruppe zeigte, dass eine zunehmende Expression von IL-4 mit der Bildung von Antikörpern einherging. Die Genexpression von IL-4 scheint somit als Parameter der humoralen Immunantwort geeignet zu sein. Coombs et al. (2006) wiesen dafür bei einem Infektionsversuch mit EHV-1 bei Ponys nach, dass bei den Tieren, die eine Serokonversion gegen EHV-1 zeigten, auch eine Induktion der IL-4 Expression vorkam. 
	Die nur kurzzeitig geringe Erhöhung der Genexpression von IFN-γ und der nicht nachweisbare Anstieg von IL-2 in der hier vorliegenden Arbeit könnte auf nicht ausreichende Stimulation der zellulären Immunantwort durch die Impfung bzw. durch Zylexis® zurückzuführen sein oder sie wurde durch die vermehrte Expression von IL-4 und IL 10 unterdrückt. Ein deutlicher Anstieg der IFN-γ Expression über den Studienzeitraum wäre zumindest bei den Zylexis®-behandelten Tieren zu erwarten gewesen, da nach bisherigen Untersuchungen Zylexis® zu einer Zunahme der IFN-γ Expression in vitro geführt hatte (Fachinger et al. 2000; Friebe et al. 2004). Auch neueste Untersuchungen von Horohov et al. (2008) über den Einfluss von Zylexis® (PPVO = Parapoxvirus ovis) in kombinierter Verabreichung mit einem Tetanus-Toxoid-Impfstoff beim Pferd ex vivo erbrachten keine signifikanten Unterschiede in den Profilen der Zytokinexpression zwischen den Tieren mit PPVO-Behandlung und denen, die PPVO und die Tetanusvakzine erhielten. PPVO wurde in dieser Studie dreimal am Tag 0, 2 und 9 intramuskulär verabreicht. Es folgten Blutentnahmen 0, 6, 24 und 48 Stunden nach jeder Behandlung. Mit Hilfe der TaqMan®-PCR wurde die ex vivo Genexpression von Typ I-Interferonen, IFN-γ, TNF-α und IL-12, -15, -18 untersucht. Lediglich die IFN-γ Expression erhöhte sich leicht 24 Stunden nach der ersten Applikation von PPVO, jedoch nicht statistisch signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe (Horohov et al. 2008). Untersuchungen von Mangold-Gehring (2005) über die IFN-γ Expression nach Applikation von Baypamun® und Vakzinierung bei Hunden führte ex vivo zu keiner messbaren Zunahme der IFN γ mRNA-Menge, jedoch war in Kombination mit einer polyvalenten Vakzine ein signifikanter Effekt nachweisbar. 3 von 6 mit Baypamun® behandelte Hunde zeigten eine Reduktion der IFN-γ Expression nach der Impfung (Mangold-Gehring 2005). Vermutlich steht diese Beobachtung von Mangold-Gehring (2005) mit einer Induktion von anderen Zytokinen, die die IFN-γ Synthese beeinflussen, in Verbindung. Dazu wurden in der Dissertation von Mangold-Gehring (2005) keine weiteren Parameter, wie zusätzliche Zytokine oder Antikörper, bestimmt, um diese Beobachtung abzuklären. Ein ähnliches Ergebnis über die Untersuchung der Zytokinexpression von IFN-γ und IL-2 konnten  Ellis et al. (1995) in einer Studie über die zelluläre und humorale Immunantwort bei Pferden nach Vakzinierung mit einem attenuierten EHV-1 Impfstoff und einem inaktivierten EHV-1/-4 Impfstoff zeigen. Nach in vitro Stimulation von Leukozytenkulturen mit jeweils Lebend-EHV-1 und -4 konnte keine Zunahme der IL-2 oder IFN-γ Aktivität, weder vor Vakzinierung noch danach in beiden Impfgruppen (attenuiert und inaktiviert) verzeichnet werden (Ellis et al. 1995). Es ist hierbei zu berücksichtigen, dass IL 2 im Zellkulturüberstand mit Hilfe von Radioaktivität und IFN-γ im Serum und Zellkulturüberstand durch einen VSV- (vesicular stomatitis virus) Plaquereduktionstest ermittelt wurde. Sowohl attenuierte als auch inaktivierte Impfstoffe gegen EHV-1/-4 führten wahrscheinlich in dieser Untersuchung zur nicht ausreichend nachweisbaren Stimulation der zellulären Immunantwort. Im Gegensatz dazu entdeckten Holmes et al. (2006) bei Untersuchungen verschiedener kommerzieller Totimpfstoffe u. a. gegen EHV 1/-4, dass eine EHV-1 spezifische IFN γ mRNA Produktion mittels „Real-Time“ PCR nach dreimaliger Applikation des Impfstoffes gemessen werden konnte und mit einer serologischen Reaktion nach Impfung mit dem Totimpfstoff einherging (Holmes et al. 2006). Für die Zukunft sollten in weiteren Studien die Anzahl der Impfungen und das Impfintervall näher berücksichtigt werden. In einer Untersuchung von Luce et al. (2007) über die EHV-1 spezifische IFN-γ Synthese als Parameter der zellvermittelten Immunität bei Vollblutpferden unter Berücksichtigung des Alters, des Geschlechts, der Impfhistorie und Feldinfektionen mit EHV 1 wurde IFN-γ mittels monoklonaler Antikörper im IFT bestimmt und die positiven Zellen mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Die IFN-γ Synthese in equinen PBMCs war signifikant höher bei Tieren über 5 Jahre sowie bei weiblichen Pferden und bei Pferden, die mit einer inaktivierten Vakzine geimpft wurden, im Vergleich zu den ungeimpften Tieren. Die Häufigkeit der IFN-γ positiven PBMCs variierte innerhalb der Vollblutpopulation, jedoch war sie im Vergleich immer bei jüngeren Pferden und unvakzinierten Pferden vermindert. In der hier vorliegenden Arbeit scheint das Alter keinen Einfluss auf die Zytokinantwort auszuüben. Dagegen wurden in Bezug auf die Impfhistorie ähnliche Beobachtungen festgestellt, wie sie bei Luce et al. (2007) beschrieben sind. In der hier vorliegenden Arbeit konnte eine erhöhte Genexpression von IL-4 und IL-10 bei den Pferden beobachtet werden, die in ihrer Vergangenheit bereits mit dem Impfstoff Resequin® NN plus vakziniert wurden. 
	Untersuchungen über den Einfluss des Geschlechts sind in der vorliegenden Studie insgesamt schwierig zu beurteilen, da 80% der Pferde Stuten (16 Pferde) und 20% der Tiere (4 Pferde) männlich waren. Darüber hinaus muss bei den männlichen Tieren die Kastration als ein weiterer Faktor berücksichtigt werden. Neben den individuellen Unterschieden kann vermutlich die Pferderasse auch einen Einfluss auf die Zytokinexpression ausüben und sollte an anderer Stelle näher untersucht bzw. berücksichtigt werden.
	Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit deuten insgesamt darauf hin, dass Zylexis® unter Berücksichtigung der ausgewählten Zytokine keinen Effekt auf die Aktivierung der zellulären Immunantwort nach der Impfung ausgeübt hat. 
	Vergleich der Zytokinmesswerte ex vivo und in vitro:
	In Anbetracht der geringen mRNA-Konzentrationen im Blut wurde zur Absicherung der ex vivo Untersuchungen eine in vitro Stimulation der präparierten equinen PBMC mit Con A durchgeführt. Jedoch konnte ein direkter Vergleich zwischen der Auswertung der ex vivo Daten und der in vitro Ergebnisse nicht erfolgen. Aufgrund methodischer Probleme  lag eine zu geringe Anzahl der in vitro Messwerte vom Versuchstag  30 vor. Eine statistische Auswertung über die Veränderung der Zytokinexpression im Vergleich zum Ausgangswert konnte bei den in vitro Daten somit nicht durchgeführt werden. Die Auswertung der in vitro Daten beschränkte sich daher auf die Feststellung, ob eine Stimulation der equinen PBMC in Zellkultur mit einem unspezifischen Mitogen zu einer Veränderung der Zytokinexpression geführt hat. Die mRNA-Detektion in vitro zeigte eindeutig, dass das Lektin Concavalin A zu einer Induktion der Zytokinexpression, mit Ausnahme von Interleukin-2, aus den equinen PBMC geführt hat. Auffällig hierbei war, dass die Tiere der Placebo-Gruppe im Vergleich zur Zylexis-Gruppe eine bessere Stimulierbarkeit zeigten, die statistisch signifikant war bei IFN-γ und IL-4. Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Horohov et al. (2008) zeigten einen signifikanten Anstieg der IFN-γ Expression von equinen PBMC in vitro durch die Stimulation mit Convavalin A in der Konzentration von 5µg/ml, ohne dass die Tiere zuvor mit Zylexis® behandelt wurden. Darüber hinaus verzeichnete die Expression von IFN-γ signifikante Unterschiede bei Kultivierung der equinen PBMCs mit PPVO und Concavalin A in Kombination, als vergleichsweise Concavalin A und PPVO für sich genommen. Diese Art der Costimulation bei der IFN-γ Expression beobachteten bereits Friebe et al. (2004) in vitro mit humanen PBMCs.
	Untersuchungen der IFN-γ Expression bei Hunden zeigten dagegen bei den in vitro stimulierten caninen PBMCs eine Zunahme der IFN γ Menge relativ zum Ausgangswert. Die in vitro Stimulation erfolgte durch das pflanzliche Mitogen Phytohemagglutinin P. Unterschiede zwischen den Baypamun®-behandelten Hunden und den Kontrolltieren konnten nicht festgestellt werden (Mangold-Gehring 2005). 
	In Anbetracht der fehlenden Ausgangswerte vom Versuchstag -30 in der hier vorliegenden Arbeit konnte nicht geklärt werden, ob eine Zunahme der Zytokin-mRNA Menge in vitro im Vergleich zum Ausgangswert stattgefunden hat. Es wurde aber festgestellt, dass Unterschiede in der Stimulation zwischen der Zylexis®- und Placebo-Gruppe bestanden, die von den Ergebnissen aus der Dissertation von Mangold-Gehring (2005) abweichen. Vermutlich erzeugt Zylexis® beim Pferd eine Stimulation verschiedener Zellentypen, die zur Folge hat, dass die präparierten PBMC außerhalb des Organismus in Zellkulturen weniger sensitiv auf einen Stimulus reagieren oder der Schwellenwert einer unspezifischen Stimulation höher wird als vergleichsweise bei den PBMC aus der Placebo-Gruppe. Hierfür sollten weitergehende Untersuchungen durchgeführt werden, die einen möglichen Einfluss der Zylexis®-Applikation auf die in vitro Stimulation abklären. 
	Bei vergleichsweiser Betrachtung der ex vivo- und der stimulierten in vitro Messwerte wurden für IFN-γ, IL-4 und IL-10 bei fast allen Pferden höhere mRNA Konzentrationen bei den stimulierten Zellkulturproben nachgewiesen. Indessen ergab sich bei 12 Pferden (60%) eine höhere IL-2-Konzentration bei den ex vivo Proben. 
	Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit präsentieren, dass Konzentrationsunterschiede in der Zytokin-mRNA ex vivo mit Hilfe der TaqMan®-PCR darstellbar sind. Darüber hinaus konnte geklärt werden, dass erwartungsgemäß zur Detektion der Zytokin-mRNA Konzentration eine vorhergehende Stimulation der PBMC in vitro zu nachweislich höheren Messwerten führte, die mRNA-Konzentration der ex vivo Proben aber ausreichend waren, um Unterschiede in der Konzentration anzuzeigen. 
	5.4  Fazit
	Um einen möglichen synergistischen Effekt bei der Immunantwort beim Pferd nach Impfung gegen EHV-1/-4 zu beobachten, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals die Antikörpertiter gegen EHV-1/-4, die Anzahl der equinen PBMC, der Immunstatus und die Zytokinexpression von IFN-γ, IL-2, IL-4 und IL-10 im Zusammenhang untersucht. 
	Es wurde festgestellt, dass die leichte Konzentrationszunahme von IL-4 und IL-10 ex vivo eine Aktivität der humoralen Immunantwort wiederspiegelt, die mit der serologischen Reaktion der Antikörpertiter gegen EHV-1/-4 nach der Impfung korreliert. Auch die Erhöhung der Anzahl an PBMC im Studienverlauf spricht für eine Reaktion des Immunsystems auf die Impfung. Auffällig hierbei war die deutliche Zunahme der Anzahl von PBMCs bei den Zylexis®-behandelten Pferden. Rückschlüsse auf die Lymphozytensubpopulationen konnten hierbei nur bedingt zu zwei Untersuchungszeitpunkten gezogen werden und ließen sich aufgrund fehlender zusätzlicher Untersuchungszeitpunkte nicht mit den anderen Ergebnissen in Zusammenhang bringen. 
	Die signifikante Zunahme der PBMC-Anzahl bei den Zylexis®-behandelten Pferden ist der einzige Parameter, der auf einen synergistischen Effekt von Zylexis® und der Impfung mit Resequin® NN plus hinweist. Die anderen Untersuchungsparameter zeigten diesen Effekt nicht. Um eine belastbare Immunität infolge der Impfung mit und ohne Gabe von Zylexis® zu überprüfen, müssten die Pferde anschließend mit dem equinen Herpesvirus experimentell infiziert werden. Anhand solcher Infektionsversuche lässt sich die ausgebildete Immunität nach Impfung und Zylexis®-Applikation überprüfen. Lunn und Rush (2004) konnten in einem Infektionsversuch mit dem equinen Influenzavirus zeigen, dass Baypamun®-behandelte Pferde nach einer Stresssituation (Transport) und anschließender experimenteller Infektion mit dem equinen Influenzavirus zwar klinische Symptome zeigten, jedoch eine deutlich signifikant höhere Antikörperantwort nachweisbar war als bei den unbehandelten Kontrolltieren. 
	Aus solchen Daten von Infektionsversuchen könnte sich auch eine praktische Relevanz der Anwendung von Zylexis® in Kombination mit der Impfung ableiten. Dabei ist zu berücksichtigen, dass Infektionsversuche mit einem erheblichen Aufwand verbunden sind und sich in Deutschland als nicht praktikabel darstellen. Der Schwerpunkt liegt daher auf den diagnostischen Parametern zur Beurteilung der Immunität und dem daraus resultierenden schützenden Effekt vor den Infektionskrankheiten.
	Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen in Bezug auf die kombinierte Anwendung von Zylexis® mit dem Impfstoff Resequin® NN plus eine geringe Relevanz für die Praxis. Die Anwendung von Zylexis® hat sich bei der Prophylaxe und Behandlung von Infektionen und stressinduzierten Erkrankungen bereits bei einigen Tierarten bewährt (Ziebell et al. 1997). Denkbar wäre ein Einsatz von Zylexis® in Kombination mit dem Impfstoff in Problembeständen mit beispielsweise „Crowding-assoziierten“ Krankheiten, um den Ausbruch von subklinischen Infektionen nach der Impfung zu minimieren. Die kombinierte Anwendung von Zylexis® mit der Impfung ist zudem an einen erhöhten Kostenaufwand und an ein erhöhtes Risiko von Komplikationen, wie Abszessbildungen oder anaphylaktischen Reaktionen, gebunden. Der Einsatz von Zylexis® zusammen mit der Impfung sollte daher unter Praxisbedingungen individuell entschieden werden.
	5.5  Ausblick
	Zusammenfassend konnte mit der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Anwendung von Zylexis® in Kombination mit der Impfung Resequin® NN plus zu einer signifikanten Erhöhung der Anzahl an PBMC geführt hat. In Anbetracht der vorliegenden Ergebnisse scheinen ex vivo Untersuchungen der Zytokin-mRNA mittels TaqMan®-PCR ausreichend, um Konzentrationsunterschiede darzustellen. Um festzustellen, ob die hier ausgewählten Zytokine (IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-10) durch andere Zytokine (z.B. IL-12, IL-18) in ihrer Expression beeinflusst werden, können diese in zukünftigen Untersuchungen berücksichtigt werden. Darüber hinaus wäre es sinnvoll, die Lymphozytenpopulationen zu jedem Untersuchungszeitpunkt mittels Durchflusszytometrie zu separieren und aus den einzelnen Subpopulationen anschließend die Zytokin-mRNA Expression zu messen, um zu klären, welche Zellpopulationen verschiedenartige Zytokine exprimieren. 
	Der leichte Anstieg der Expression von IFN-γ als Parameter der zellulären Immunantwort konnte in der vorliegenden Arbeit nicht eindeutig auf die Anwendung von Zylexis® zurückgeführt werden und beruht vermutlich auf individuellen Unterschieden. Auch die Impfung allein führte nicht zu einer deutlichen Induktion von IFN-γ und IL 2. Da die zelluläre Immunantwort eine entscheidende Rolle bei Infektionen mit dem equinen Herpesvirus einnimmt, wäre es für die Zukunft wünschenswert, eine Vakzine zu entwickeln, die zu einer Aktivierung der EHV-spezifischen zellulären Immunantwort führt und Schutz vor den klinischen Symptomen einer EHV-1/-4 Infektion bietet. 
	Paillot et al. (2006) konnten durch die Anwendung einer rekombinanten Vakzine, basierend auf Vaccinia-Virus (NYVAC), welches das EHV-1 Gen 64 exprimiert, eine Erhöhung der zellvermittelten Immunität beim Pferd nachweisen. Diese führte jedoch nicht zum Schutz vor einer experimentellen EHV-1 Infektion (Paillot et al. 2006). Pan et al. (1999) fanden heraus, dass der Einsatz von GM-CSF- und IL-2-Genen in Kombination mit DNA-Vakzinen zu einer höheren Antikörper- und T-Zell-Immunantwort führte. Auch die Arbeitsgruppe von Schijns  et al. (2002) konnte einen positiven Effekt in der Antikörperantwort beim Einsatz von rekombinanten felinen IFN-γ als Adjuvant in einer inaktivierten Vakzine gegen Tollwut und Calicivirus bei Katzen nachweisen. Beim Pferd konnten erste Erfahrungen mit einem therapeutischen DNA-Impfstoff gegen die EAV  (Equines Arteritis Virus) Infektion gesammelt werden. Hierbei wurde der DNA Vakzine das Gen von IL-2 zugefügt, um gezielt die zelluläre Immunantwort zu steigern. Nach mehrfacher Behandlung von EAV-positiven Hengsten waren 80% der Tiere nach der Impftherapie negativ getestet worden. Darüber hinaus konnte neben dem Anstieg von neutralisierenden Antikörpern auch eine starke zytotoxische T-Lymphozyten-Aktivität gemessen werden (Giese 2004). 
	Der Einsatz von rekombinanten Zytokin-Proteinen oder -Genen (z.B. IFN-γ und IL-2) als Adjuvantien in Vakzinen gegen EHV-1/-4 scheint eine Möglichkeit zu bieten, um zukünftig einen effektiven Schutz gegen die equine Herpesvirusinfektion zu erreichen. 
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	6. Zusammenfassung
	Ex vivo und in vitro Studien zur Wirkung von Zylexis® auf die Immunantwort nach Impfung mit Resequin® NN plus unter besonderer Berücksichtigung der EHV-1/-4 spezifischen Antikörperantwort, des Immunstatus und Zytokinmusters im Pferdeblut
	Eine Infektion mit dem EHV-1/-4 beim Pferd kann mit schweren Krankheitssymptomen einhergehen und zu wirtschaftlichen Verlusten führen. Eine entscheidende Rolle in der Prophylaxe gegen EHV-1/-4 Infektionen nehmen die Impfstoffe ein. Die zurzeit auf dem Markt erhältlichen Impfstoffe stimulieren allerdings in der Regel nur die humorale Immunantwort. Ziel der vorgelegten Arbeit war es zu untersuchen, ob eine Verbesserung der humoralen und Stimulation der zellulären Immunantwort durch Kombination von Impfung und Immunstimulator Zylexis® möglich ist. 
	Dazu wurde eine Gruppe von 20 Pferden in eine Zylexis®- (n = 11) und Placebo-Gruppe       (n = 9) aufgegliedert. Die Tiere erhielten eine dreimalige Zylexis®- bzw. Placebo-Applikation im Abstand von 48 Stunden. Am Tag der dritten Zylexis®- bzw. Placebo-Injektion wurden die Pferde mit dem inaktivierten Kombinationsimpfstoff Resequin® NN plus vakziniert. 
	Die Untersuchung der Immunantwort erfolgte zu 6 verschiedenen Zeitpunkten. 30 Tage vor Studienbeginn wurde ein Ausgangswert ermittelt. Die Entnahmen der Blutproben erfolgten    6 Stunden nach der zweiten Zylexis®-/Placebo-Applikation sowie nach der Verabreichung der dritten Zylexis®-/Placebo-Dosis zusammen mit der Impfung. Weitere Blutentnahmen fanden am 3., 7. und 14. Tag nach der Vakzinierung statt.
	Zu jedem Untersuchungszeitpunkt wurden die Antikörpertiter gegen EHV-1 und EHV 4 im Neutralisationstest (NT) und im indirekten Immunfluoreszenztest (IFT) gemessen sowie die Anzahl der peripheren mononukleären Blutzellen und die Expression der Zytokingene von IFN-γ, IL 2, IL-4 und IL-10 ermittelt. An zwei Untersuchungszeitpunkten (Tag -30 und 0) wurde der Immunstatus über die Firma LABOLKIN bestimmt.
	Im Vordergrund stand die Detektion von ausgewählten Zytokinexpressionsmustern mittels quantitativer „Real-Time“ TaqMan®-PCR. Als Parameter der zellulären Immunantwort wurde die Expression von IFN-γ und IL-2 untersucht und als Parameter der humoralen Immunantwort die von IL-4 und IL-10. Der Zytokin-mRNA-Nachweis mittels TaqMan®-PCR erfolgte direkt aus dem Pferdeblut (ex vivo) und vergleichend in vitro nach 24-stündiger Stimulation mit Concavalin A. Dabei wurde festgestellt, dass ex vivo Untersuchungen der Zytokin-mRNA mittels TaqMan®-PCR ausreichen, um Konzentrationsunterschiede darzustellen.
	Die Ergebnisse zeigten, dass die Anwendung von Zylexis® in Kombination mit dem Impfstoff Resequin® NN plus zu einer signifikanten Erhöhung der Anzahl von equinen PBMCs geführt hat. Darüber hinaus spiegelt die Induktion der Genexpression von IL-4 und IL-10 nach der Impfung sowohl bei den Zylexis®-behandelten Tieren als auch bei den Placebo-behandelten Pferden eine Aktivität der humoralen Immunantwort wieder. Diese korreliert mit dem Anstieg der EHV-1/-4 Antikörpertiter. So konnte ein Antikörperanstieg bei 19 (95%) Pferden im IFT und bei 7 (35%) Pferden im NT gezeigt werden. Der Nachweis von Virus neutralisierenden Antikörpern gelang vor allem bei Pferden, die ein Alter von mindestens über 4 Jahren hatten. Zwischen den Versuchsgruppen Zylexis® und Placebo konnten keine Unterschiede bezüglich der Höhe der virusspezifischen Antikörpertiter und der Zytokinexpression ermittelt werden. 
	Eine Induktion von IFN-γ und IL-2 konnte in der vorliegenden Arbeit weder durch den Einsatz von Zylexis®, noch durch den Impfstoff allein festgestellt werden. 
	Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass nach Impfung mit Resequin® NN plus die  Induktion der humoralen Immunantwort mit Anstieg der EHV-1/-4 Antikörpertiter und Expressionszunahme von IL-4 und IL-10 nachweisbar war. Durch Zylexis® konnte hierbei kein synergistischer Effekt erzielt werden. Eine nachweisliche Induktion der zellulären Immunantwort gemessen an der Expression von IFN-γ und IL-2 konnte weder durch den Impfstoff allein, noch in Kombination mit Zylexis® festgestellt werden. Zylexis® bewirkte allerdings in Kombination mit der Impfung eine signifikante Erhöhung der Anzahl von equinen PBMCs.
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	7. Summary
	Ex vivo and in vitro studies of the impact of Zylexis® on the immune response following vaccination with Resequin® NN plus with special consideration of the EHV-1/-4 specific antibody response, the immune status and the cytokine gene expression patterns in horse blood
	EHV-1/-4 infections in horses not only cause severe clinical symptoms, but also economical losses. Vaccination plays an important role in preventing EHV-1/-4 infections. 
	Vaccines currently available on market usually only stimulate the humorale immune response. The aim of the present study was to evaluate whether it is possible to improve the humoral immune response and whether the cellular immune response could be stimulated by the combination of the inactivated vaccine Resequin® NN plus and the immune modulator Zylexis®.
	A group of 20 horses were divided into a Zylexis-group (n = 11) and a Placebo-group (n = 9). 
	The animals of both groups received three applications of Zylexis® or a Placebo respectively at 48 hour intervals. The horses were vaccinated with the inactivated combination vaccine Resequin® NN plus simultaneously to the third Zylexis®-/Placebo application. 
	The examination of the immune response was carried out at 6 different time points. Initial values were determined 30 days before the beginning of the study. Blood samples were collected 6 hours after the second and third combined application of Zylexis®-/Placebo and Resequin® NN plus. Further blood samples were collected on days 3, 7 and 14 after vaccination.
	At every time point of investigation the antibody titer against EHV-1 and EHV-4 was measured with neutralization test and indirect immunofluorescence test, the number of peripheral mononuclear blood cells and the cytokine gene expression of IFN-γ, IL-2, IL-4 and IL-10 were examined. The immune status was determined at two time points (day -30 and day 0) by LABOKLIN.
	Foremost we studied the gene expression of selected cytokines using quantitative “real-time” TaqMan®-PCR. For the cellular immune response the gene expression levels of IFN-γ and IL 2 and for the humoral immune response the levels of gene expression of IL-4 and IL-10 were used as parameters. The cytokine mRNA was analyzed with TaqMan®-PCR directly from the horses’ blood (ex vivo) and for comparison after stimulation with Concavalin A for a period of 24 hours (in vitro). We noticed that in vivo examinations of cytokine mRNA using TaqMan®-PCR is sufficient to detect differential gene expressions.
	The results showed that the administration of Zylexis® in combination with the vaccine Resequin® NN plus resulted in significantly increased numbers of equine PBMCs.               Further more the induction of the gene expression of IL-4 and IL-10 after vaccination equally mirrored an activity of the humoral immune response in the Zylexis®- and Placebo-treated horses. These findings correlate with the serological reactions of EHV-1/-4 antibodies. Thus the IFT and NT antibody titers increased in 19 (95%) animals and 7 (35%) horses respectively. The virus neutralizing antibodies could be detected especially in horses aged at least 4 years. No significant differences regarding the level of virus specific antibody titers and cytokine gene expression were noted between the Zylexis- and Placebo-groups.
	An induction of the IFN-γ and IL-2 in the present study could neither be detected with Zylexis® nor using the vaccine alone. 
	In conclusion after vaccination with Resequin® NN plus an induction of the humoral immune response was detectable shown as increased EHV-1/-4 antibody titers and increased gene expressions of IL 4 and IL-10. No synergistical effect was achieved by Zylexis®. A detectable induction of the cellular immune response as measured by the gene expressions of IFN-γ and IL-2 was neither observed when applying Zylexis® alone, nor Resequin® NN plus nor using both in combination. However Zylexis® caused a statistically significant increase in equine PBMC number in combination with the vaccine. 
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	9. Anhang
	9.1  Detaillierte Zusammenstellung der Untersuchungsergebnisse
	A 1: Pferde
	Nr.:
	Name 
	Rasse
	Alter
	Geschlecht
	Letzte Impfung / Impfstoff
	Gruppe
	1
	Lea 
	Warmblut
	16 Jahre
	Stute
	Dez.´05
	Resequin NN Plus
	Zylexis
	2
	Verona 
	Kaltblut
	7 Jahre
	Stute
	Dez. ´05
	Resequin NN Plus
	Zylexis
	3
	Lilly
	Warmblut 
	2 Jahre
	Stute
	Feb. ´06 
	Equilis Influenza 
	Placebo
	4
	Goldlady B
	Warmblut 
	3 Jahre
	Stute
	Dez. ´05
	Resequin NN Plus
	Zylexis
	5
	Willaya
	Warmblut
	16 Jahre
	Stute
	April´06
	Resequin NN Plus
	Placebo
	6
	Raffaela B 
	Warmblut 
	7 Jahre
	Stute
	Dez. ´05
	Resequin NN Plus
	Placebo
	7
	Mandy
	Kaltblut
	9 Jahre
	Stute
	Dez. ´05
	Resequin NN Plus
	Placebo
	8
	Goldtänzer B
	Warmblut 
	3 Jahre
	Hengst
	Dez. ´05
	Resequin NN Plus
	Zylexis
	9
	Daylight B 
	Warmblut 
	2 Jahre
	Stute
	Feb. ´06 
	Equilis Influenza 
	Zylexis
	10
	Gustav
	Warmblut 
	2 Jahre
	Hengst
	Feb. ´06 
	Equilis Influenza 
	Zylexis
	11
	Jasmin
	Warmblut 
	5 Jahre
	Stute
	Feb. ´06 
	Equilis Influenza 
	Zylexis
	12
	Ibiza
	Warmblut 
	6 Jahre
	Stute
	Feb. ´06 
	Equilis Influenza 
	Zylexis
	13
	Goldfee B 
	Warmblut 
	3 Jahre
	Stute
	Jan. ´06
	Equilis Influenza
	Zylexis
	14
	Galatea B
	Warmblut 
	2 Jahre
	Stute
	März´06
	Equilis Influenza 
	Placebo
	15
	Genua B
	Warmblut 
	2 Jahre
	Stute
	März´06
	Equilis Influenza 
	Placebo
	16
	Jonas
	Warmblut 
	4 Jahre
	Wallach
	Feb. ´06 
	Equilis Influenza
	Placebo
	17
	Kurinna
	Warmblut 
	15 Jahre
	Stute
	Feb. ´06 
	Equilis Influenza 
	Placebo
	18
	Goldlady B II
	Warmblut 
	2 Jahre
	Stute
	März´06
	Equilis Influenza 
	Placebo
	19
	Siegfried
	Warmblut 
	17 Jahre
	Wallach
	März. ´06 
	Resequin NN Plus
	Zylexis
	20
	Cappa
	Warmblut 
	12 Jahre
	Stute
	März´06
	Equilis Influenza
	Zylexis
	A 2: Ergebnisse der serologischen Untersuchung mittels Neutralisationstest und indirekten 
	        Immunfluoreszenztest
	Pferd-Nr. / Termin
	              Neutralisationstest
	    EHV-1                        EHV-4
	             Immunfluoreszenztest
	     EHV-1                       EHV-4
	1.1
	1:10
	1:10
	1: 10240
	1: 5120
	1.2
	1:10
	1:10
	1: 10240
	1: 5120
	1.3
	1:10
	1:10
	1: 10240
	1: 5120
	1.4
	1:10
	1:10
	1: 10240
	1: 5120
	1.5
	1:10
	1:10
	1: 10240
	1: 5120
	1.6
	1:10
	1:10
	1: 10240
	1: 5120
	2.1
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 2560
	2.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	2.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 2560
	2.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	2.5
	< 1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 5120
	2.6
	< 1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 10240
	3.1
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	3.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	3.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	3.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	3.5
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	3.6
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 2560
	4.1
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	4.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 640
	4.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 640
	4.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	4.5
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	4.6
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	5.1
	< 1:10
	< 1:10
	1: 10240
	1: 10240
	5.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 5120
	5.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 2560
	5.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 5120
	5.5
	1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 5120
	5.6
	1:10
	< 1:10
	1: 10240
	1: 10240
	6.1
	< 1:10
	1:10
	1: 5120
	1: 5120
	6.2
	< 1:10
	1:10
	1: 5120
	1: 5120
	6.3
	< 1:10
	1:10
	1: 5120
	1: 5120
	6.4
	< 1:10
	1:10
	1: 5120
	1: 5120
	6.5
	1:10
	1:10
	1: 10240
	1: 5120
	6.6
	1:20
	1:20
	1: 10240
	1: 5120
	 
	Pferd-Nr. / Termin
	              Neutralisationstest
	    EHV-1                        EHV-4
	             Immunfluoreszenztest
	     EHV-1                       EHV-4
	7.1
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 1280
	7.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 2560
	7.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 2560
	7.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 1280
	7.5
	< 1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 2560
	7.6
	1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 5120
	8.1
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	8.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 2560
	8.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 2560
	8.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 2560
	8.5
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 1280
	8.6
	< 1:10
	1:10
	1: 5120
	1: 5120
	9.1
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	9.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	9.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	9.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 640
	9.5
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	9.6
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	10.1
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	10.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	10.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	10.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	10.5
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 2560
	10.6
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 5120
	11.1
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 2560
	11.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 2560
	11.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 2560
	11.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	11.5
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 5120
	11.6
	< 1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 5120
	12.1
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 2560
	12.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 2560
	12.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 2560
	12.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 2560
	12.5
	< 1:10
	< 1:10
	1: 20480
	1: 20480
	12.6
	< 1:10
	< 1:10
	1: 20480
	1: 20480
	Fortsetzung A 2:
	Pferd-Nr. / Termin
	              Neutralisationstest
	    EHV-1                        EHV-4
	             Immunfluoreszenztest
	     EHV-1                       EHV-4
	13.1
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	13.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	13.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	13.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	13.5
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 2560
	13.6
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 5120
	14.1
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	14.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	14.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	14.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	14.5
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 2560
	14.6
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 5120
	15.1
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	15.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	15.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 640
	15.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	15.5
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 1280
	15.6
	1:10
	< 1:10
	1: 10240
	1: 10240
	16.1
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 640
	16.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	16.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 320
	1: 640
	16.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	16.5
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	16.6
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 2560
	17.1
	1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 5120
	17.2
	1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 5120
	17.3
	1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 5120
	17.4
	1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 5120
	17.5
	1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 5120
	17.6
	1:10
	1:10
	1: 10240
	1: 10240
	18.1
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	18.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 320
	1: 640
	18.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	18.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	18.5
	< 1:10
	< 1:10
	1: 640
	1: 1280
	18.6
	< 1:10
	< 1:10
	1: 1280
	1: 2560
	Fortsetzung A 2:
	Pferd-Nr. / Termin
	              Neutralisationstest
	    EHV-1                        EHV-4
	             Immunfluoreszenztest
	     EHV-1                       EHV-4
	19.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 2560
	19.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 2560
	19.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 2560
	1: 5120
	19.5
	< 1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 5120
	19.6
	< 1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 5120
	20.2
	< 1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 2560
	20.3
	< 1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 2560
	20.4
	< 1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 2560
	20.5
	< 1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 2560
	20.6
	1:10
	< 1:10
	1: 5120
	1: 5120
	Fortsetzung A 2:
	A 3:  Absolute Lymphozytenzahlen (PBMC) x 107/ml vor und nach Zylexis®-Applikation und 
	         Impfung (Kursiv: Zylexis-Gruppe)
	Nr./Pferd
	Versuchstage
	-30
	-2
	0
	3
	7
	14
	1. Lea
	2,4
	2,4
	2,5
	1,8
	2,3
	2,6
	2. Verona
	2,5
	1,6
	2,2
	3,2
	3,4
	2,7
	3. Lilly
	4,7
	3,6
	2,5
	2,6
	4,7
	5,6
	4. Goldlady I
	3,1
	3,3
	3,6
	4,9
	2,7
	3,6
	5. Willaya
	1,3
	1,0
	1,0
	1,4
	2,3
	2,0
	6. Raffaela
	1,9
	1,3
	1,2
	2,4
	2,3
	2,9
	7. Mandy
	3,1
	1,0
	1,7
	3,2
	1,2
	3,3
	8. Goldtänzer
	1,7
	1,8
	1,7
	2,0
	4,1
	3,0
	9. Daylight
	4,9
	5,0
	4,8
	5,2
	6,3
	2,9
	10. Gustav
	1,7
	2,4
	4,0
	2,7
	2,6
	3,9
	11. Jasmin
	1,9
	2,3
	2,8
	5,0
	3,3
	3,2
	12. Ibiza
	3,1
	4,0
	5,0
	4,4
	4,0
	5,4
	13. Goldfee
	4,1
	1,4
	4,0
	3,6
	3,5
	3,3
	14. Galatea
	2,3
	1,9
	3,1
	3,0
	4,2
	3,3
	15. Genua
	3,2
	3,2
	5,3
	4,0
	3,7
	3,5
	16. Jonas
	3,5
	2,5
	2,5
	3,0
	3,5
	3,7
	17. Kurinna
	2,1
	1,7
	1,2
	1,3
	2,6
	1,9
	18. Goldlady II
	3,0
	4,0
	5,0
	3,2
	3,3
	4,3
	19. Siegfried
	--
	2,3
	2,8
	2,5
	1,9
	1,7
	20. Cappa
	--
	2,7
	3,3
	3,9
	3,3
	3,7
	A 4: Immunstatusbestimmung durch Fa. LABOKLIN
	Pferde  Tag -30
	               Tag 0
	T-Zellen (gesamt) M/l*
	CD4+ Zellen (M/l*)
	CD8+ Zellen (M/l*)
	B-Zellen (M/l*)
	01 Lea      
	2915
	2269
	166
	497
	2119
	1643
	339
	150
	02 Verona  
	                   
	2681
	827
	81
	746
	2804
	1804
	623
	262
	03 Lilly                   
	3912
	0
	124
	963
	5290
	3306
	1190
	463
	04 Goldlady I                   
	3945
	27
	107
	1369
	4066
	2508
	871
	502
	05 Willaya                   
	2146
	1411
	103
	149
	1708
	1206
	390
	65
	06 Raffaela                   
	1831
	1306
	112
	290
	1969
	1373
	573
	203
	07 Mandy                   
	3009
	1912
	89
	372
	2312
	1459
	853
	231
	08 Goldtänzer                    
	2586
	1293
	101
	504
	2066
	807
	698
	383
	09 Daylight                   
	4953
	3016
	445
	349
	6628
	4284
	1455
	849
	10 Gustav
	                   
	2759
	1540
	64
	642
	3478
	1593
	1077
	718
	11 Jasmin                   
	3926
	2202
	335
	599
	3388
	1892
	924
	594
	12 Ibiza                   
	3169
	2120
	226
	576
	2599
	1575
	772
	315
	13 Goldfee                   
	3606
	1938
	296
	484
	3948
	2448
	790
	1184
	14 Galatea                   
	2567
	1273
	121
	1010
	3397
	1838
	791
	1466
	15 Genua                   
	4543
	3211
	102
	1264
	5335
	948
	4388
	1053
	16 Jonas                    
	4044
	2357
	80
	643
	4096
	2389
	1219
	975
	17 Kurinna                   
	1856
	1186
	223
	458
	1826
	1221
	403
	403
	18 Goldlady II
	                   
	4396
	2446
	62
	1331
	3871
	2621
	762
	762
	         
	        * M/l = Mega / Liter = Zellzahl x 106 / Liter
	Referenzwerte Immunstatus (Fa. LABOKLIN, Bad Kissingen):    
	T-Zellen gesamt  M/l  1235 – 2063
	CD4+ Zellen   M/l    832 – 1387
	CD8+ Zellen   M/l    275 – 742
	B-Zellen   M/l    150 – 406 
	A 5: Zytokinmesswerte – absolute Quantifizierung (β-Aktin ) ex vivo Proben
	Pferd / Termin
	IFNγ
	IL-2
	IL-4
	IL-10
	1.1 Lea
	0,06
	5,97
	0,24
	0,03
	1.2 Lea
	0
	--
	356,33
	0
	1.3 Lea
	2,12
	13,48
	0,12
	0,09
	1.4 Lea
	0,51
	29,29
	3,29
	0,35
	1.5 Lea
	5,51
	41,09
	3,02
	1,42
	1.6 Lea
	0
	253,28
	13,19
	1,52
	2.1 Verona
	0
	0,99
	0,45
	0
	2.2 Verona
	0
	4,03
	2,22
	0,24
	2.3 Verona
	7,40
	6,30
	1,00
	0,34
	2.4 Verona
	0
	118,72
	27,21
	1,01
	2.5 Verona
	0
	451,94
	641,06
	0
	2.6 Verona
	0
	--
	0
	0
	3.1 Lilly
	0
	9,46
	0,48
	0,21
	3.2 Lilly
	1,75
	4,49
	0,13
	0,13
	3.3 Lilly
	3,85
	14,84
	0,46
	0,30
	3.4 Lilly
	1,89
	1,29
	0,59
	0,31
	3.5 Lilly
	6,35
	4,43
	1,75
	1,17
	3.6 Lilly
	1,75
	16,78
	3,44
	1,46
	4.1 Goldlady I
	1,70
	5,19
	0,11
	0,11
	4.2 Goldlady I
	0,46
	18,29
	0,50
	0,09
	4.3 Goldlady I
	1,96
	99,87
	16,28
	0,49
	4.4 Goldlady I
	4,56
	14,79
	1,91
	0,35
	4.5 Goldlady I
	3,12
	34,29
	4,23
	0,71
	4.6 Goldlady I
	4,03
	43,44
	8,16
	1,67
	5.1 Willaya
	0
	18,71
	0,36
	0,21
	5.2 Willaya
	0,98
	2,32
	0,27
	0,16
	5.3 Willaya
	0,29
	66,88
	0,99
	0,43
	5.4 Willaya
	0
	50,72
	19,52
	0,83
	5.5 Willaya
	0
	44,01
	11,13
	3,28
	5.6 Willaya
	0
	1901,78
	566,31
	85,10
	6.1 Raffaela
	0,45
	7,85
	0,16
	0,15
	6.2 Raffaela
	3,79
	2,69
	0,13
	0,13
	6.3 Raffaela
	3,59
	8,48
	0,11
	0,15
	6.4 Raffaela
	10,79
	7,63
	0,66
	0,42
	6.5 Raffaela
	6,43
	23,14
	1,47
	0,85
	6.6 Raffaela
	2,18
	53,20
	7,29
	2,88
	 
	Fortsetzung A 5:
	Pferd / Termin
	IFNγ
	IL-2
	IL-4
	IL-10
	7.1 Mandy
	0
	0
	0
	0
	7.2 Mandy
	0
	3075,29
	149,06
	16,62
	7.3 Mandy
	4,76
	501,10
	4,99
	1,62
	7.4 Mandy
	0
	12037,89
	221,18
	2,72
	7.5 Mandy
	0
	4202,06
	233,47
	239,06
	7.6 Mandy
	0
	6879,15
	156,54
	40,08
	8.1 Goldtänzer
	5,01
	26,89
	0,11
	0,53
	8.2 Goldtänzer
	5,70
	58,33
	0,42
	0,43
	8.3 Goldtänzer
	17,89
	89,06
	0,76
	0,71
	8.4 Goldtänzer
	4,51
	315,49
	7,79
	1,61
	8.5 Goldtänzer
	3,77
	357,19
	10,95
	3,01
	8.6 Goldtänzer
	0
	467,96
	31,04
	6,78
	9.1 Daylight
	10,19
	306,89
	0,92
	0,82
	9.2 Daylight
	13,48
	210,80
	2,13
	1,69
	9.3 Daylight
	48,19
	214,91
	0,62
	1,48
	9.4 Daylight
	79,28
	1280,19
	8,58
	3,25
	9.5 Daylight
	35,45
	595,89
	5,85
	4,69
	9.6 Daylight
	12,72
	850,10
	10,75
	7,41
	10.1 Gustav
	0,33
	167,69
	0,17
	0,04
	10.2 Gustav
	5,52
	31,81
	0,69
	0,99
	10.3 Gustav
	54,23
	176,75
	0,60
	0,62
	10.4 Gustav
	36,19
	171,19
	0,83
	0,83
	10.5 Gustav
	1,83
	1074,66
	180,57
	3,30
	10.6 Gustav
	4,59
	20,82
	2,95
	1,46
	11.1 Jasmin
	0,89
	289,31
	3,45
	1,76
	11.2 Jasmin
	3,84
	67,45
	0,70
	0,40
	11.3 Jasmin
	9,95
	82,21
	0,50
	0,40
	11.4 Jasmin
	0,69
	45,98
	0,80
	0,28
	11.5 Jasmin
	0,71
	49,83
	1,00
	0,80
	11.6 Jasmin
	0,36
	27,46
	0,78
	0,77
	12.1 Ibiza
	0
	1320,70
	2,58
	0
	12.2 Ibiza
	0,28
	123,13
	0,95
	0,22
	12.3 Ibiza
	0,68
	107,34
	0,63
	0,33
	12.4 Ibiza
	0
	166,67
	1,04
	0,03
	12.5 Ibiza
	0
	185,21
	2,50
	0,09
	12.6 Ibiza
	0
	167,18
	4,52
	0,03
	 
	Fortsetzung A 5:
	Pferd / Termin
	IFNγ
	IL-2
	IL-4
	IL-10
	13.1 Goldfee
	24,77
	124,36
	0,24
	1,67
	13.2 Goldfee
	22,24
	125,19
	0,85
	0,71
	13.3 Goldfee
	23,12
	94,23
	0,36
	0,54
	13.4 Goldfee
	12,38
	16,50
	0,47
	0,35
	13.5 Goldfee
	3,27
	45,45
	1,26
	1,09
	13.6 Goldfee
	0
	--
	0
	0
	14.1 Galatea
	16,25
	86,37
	0,69
	2,08
	14.2 Galatea
	15,44
	63,18
	0,49
	0,77
	14.3 Galatea
	29,16
	60,55
	0,31
	0,99
	14.4 Galatea
	11,35
	43,34
	0,54
	0,63
	14.5 Galatea
	10,25
	35,64
	0,42
	0,83
	14.6 Galatea
	19,02
	176,79
	0
	0,61
	15.1 Genua
	3,80
	491,52
	31,71
	1,61
	15.2 Genua
	16,32
	1088,11
	3,28
	0,97
	15.3 Genua
	16,38
	380,94
	4,47
	2,77
	15.4 Genua
	7,34
	355,12
	3,73
	1,38
	15.5 Genua
	3,90
	295,11
	2,47
	1,66
	15.6 Genua
	7,66
	27,95
	0,94
	1,07
	16.1 Jonas
	27,72
	141,54
	1,51
	3,57
	16.2 Jonas
	20,07
	254,49
	4,55
	1,42
	16.3 Jonas
	17,01
	287,33
	3,56
	2,38
	16.4 Jonas
	8,19
	151,64
	4,18
	1,35
	16.5 Jonas
	4,72
	3492,26
	184,73
	7,51
	16.6 Jonas
	13,78
	586,17
	15,24
	5,85
	17.1 Kurinna
	0
	585,14
	2,59
	0,61
	17.2 Kurinna
	4,67
	209,69
	6,46
	0,39
	17.3 Kurinna
	3,33
	143,15
	2,02
	0,44
	17.4 Kurinna
	0,71
	90,79
	3,45
	0,21
	17.5 Kurinna
	2,52
	94,83
	20,79
	1,49
	17.6 Kurinna
	0,17
	37,64
	5,65
	0,73
	18.1 Goldlady II
	20,84
	205,05
	3,32
	4,54
	18.2 Goldlady II
	5,94
	516,11
	10,57
	1,89
	18.3 Goldlady II
	11,62
	181,28
	4,46
	1,95
	18.4 Goldlady II
	4,79
	115,65
	7,67
	1,28
	18.5 Goldlady II
	0,81
	144,83
	24,60
	4,41
	18.6 Goldlady II
	1,29
	483,94
	9,25
	3,33
	19.2 Siegfried
	1,24
	10,11
	0,29
	0,41
	19.3 Siegfried
	0,39
	11,65
	0,21
	0,57
	19.4 Siegfried
	1,17
	9,17
	0,23
	0,53
	19.5 Siegfried
	0,29
	16,33
	0,72
	1,07
	19.6 Siegfried
	0,12
	11,38
	0,45
	0,70
	Fortsetzung A 5:
	Pferd / Termin
	IFNγ
	IL-2
	IL-4
	IL-10
	20.2 Cappa
	10,60
	22,05
	0,49
	0,66
	20.3 Cappa
	3,23
	8,93
	0,12
	0,67
	20.4 Cappa
	5,99
	13,07
	0,18
	0,79
	20.5 Cappa
	0,16
	6,37
	0,16
	0,31
	20.6 Cappa
	3,25
	8,65
	0,16
	0,48
	A 6: Zytokinmesswerte – absolute Quantifizierung (β-Aktin ) in vitro Proben
	Probe
	IFN-γ
	IL-2
	IL-4
	IL-10
	1.1 Lea unstim.
	10,82
	75,75
	5,99
	18,67
	1.1 Lea stim.
	310,26
	787,02
	112,26
	129,03
	1.2 Lea unstim.
	8,52
	56,22
	2,65
	3,84
	1.2 Lea stim.
	610,92
	257,83
	124,87
	67,37
	1.3 Lea unstim.
	17,96
	65,10
	5,39
	7,02
	1.3 Lea stim.
	93,08
	49,49
	11,26
	11,43
	1.4 Lea unstim.
	0,81
	32,41
	0,48
	4,78
	1.4 Lea stim.
	2,27
	57,10
	1,53
	4,57
	1.5 Lea unstim.
	30,62
	133,80
	10,95
	11,55
	1.5 Lea stim.
	461,82
	714,45
	123,77
	156,83
	1.6 Lea unstim.
	123,57
	727,04
	82,35
	97,03
	1.6 Lea stim.
	811,26
	517,13
	177,52
	120,39
	2.1 Verona unstim.
	0,11
	16,60
	4,68
	2,73
	2.1 Verona stim.
	163,71
	39,49
	33,35
	11,42
	2.2 Verona unstim.
	0,23
	20,80
	1,42
	1,17
	2.2 Verona stim.
	3337,54
	210,31
	357,32
	46,84
	2.3 Verona unstim.
	1,98
	30,44
	4,25
	2,25
	2.3 Verona stim.
	597,22
	49,04
	44,51
	9,76
	2.4 Verona unstim.
	0
	213,15
	0,64
	9,02
	2.4 Verona stim.
	0
	252,08
	2,36
	6,87
	2.5 Verona unstim.
	0
	67,49
	4,62
	5,01
	2.5 Verona stim.
	0,62
	96,28
	40,37
	17,41
	2.6 Verona unstim.
	0
	27,54
	2,13
	1,96
	2.6 Verona stim.
	0,87
	130,79
	55,36
	12,81
	3.2 Lilly unstim.
	5,15
	19,56
	1,50
	12,76
	3.2 Lilly stim.
	1100,08
	255,85
	362,18
	60,51
	3.3 Lilly unstim.
	2,71
	18,31
	4,10
	10,20
	3.3 Lilly stim.
	993,74
	320,32
	400,45
	143,20
	3.4 Lilly unstim.
	1,86
	47,66
	0,30
	5,40
	3.4 Lilly stim.
	10,74
	109,95
	4,20
	10,38
	3.5 Lilly unstim.
	1,36
	19,63
	3,62
	6,28
	3.5 Lilly stim.
	754,93
	450,70
	455,09
	90,27
	3.6 Lilly unstim.
	3,56
	18,43
	2,40
	12,62
	3.6 Lilly stim.
	615,24
	241,18
	198,42
	82,04
	Fortsetzung A 6:
	Probe
	IFNγ
	IL-2
	IL-4
	IL-10
	4.1 Goldlady I unstim.
	18,97
	59,19
	5,41
	13,94
	4.1 Goldlady I stim.
	401,03
	28,85
	168,85
	17,53
	4.2 Goldlady I unstim.
	24,59
	43,66
	2,94
	16,51
	4.2 Goldlady I stim.
	1121,87
	45,40
	102,64
	15,91
	4.3 Goldlady I unstim.
	82,62
	79,44
	10,40
	21,86
	4.3 Goldlady I stim.
	1335,04
	63,95
	174,39
	43,26
	4.4 Goldlady I unstim.
	2,48
	440,22
	5,36
	25,71
	4.4 Goldlady I stim.
	14,14
	414,08
	18,85
	30,74
	4.5 Goldlady I unstim.
	13,54
	156,62
	14,53
	11,45
	4.5 Goldlady I stim.
	354,96
	82,13
	178,88
	37,09
	4.6 Goldlady I unstim.
	40,88
	127,71
	11,52
	22,03
	4.6 Goldlady I stim.
	1226,37
	130,45
	196,90
	52,03
	5.1 Willaya unstim.
	134,45
	544,84
	29,02
	56,25
	5.1 Willaya stim.
	485,74
	89,88
	172,56
	64,86
	5.2 Willaya unstim.
	174,44
	551,60
	36,62
	47,26
	5.2 Willaya stim.
	2427,28
	187,06
	397,43
	75,83
	5.3 Willaya unstim.
	407,52
	741,53
	74,69
	36,61
	5.3 Willaya stim.
	2450,82
	246,53
	435,55
	135,94
	5.4 Willaya unstim.
	0
	1762,46
	7,18
	28,86
	5.4 Willaya stim.
	19,86
	1390,06
	70,43
	102,58
	5.5 Willaya unstim.
	0
	3878,83
	102,72
	109,96
	5.5 Willaya stim.
	184,15
	807,00
	613,73
	106,02
	5.6 Willaya unstim.
	1,27
	496,25
	25,48
	16,77
	5.6 Willaya stim.
	2820,80
	668,27
	583,50
	160,98
	6.2 Raffaela unstim.
	52,14
	284,89
	5,46
	108,77
	6.2 Raffaela stim.
	1520,33
	1025,33
	193,89
	108,40
	6.3 Raffaela unstim.
	78,25
	483,93
	31,29
	45,51
	6.3 Raffaela stim.
	2787,15
	310,28
	253,01
	100,04
	6.4 Raffaela unstim.
	2,36
	826,81
	4,66
	51,71
	6.4 Raffaela stim.
	60,50
	2679,58
	92,08
	96,60
	6.5 Raffaela unstim.
	7,79
	603,37
	21,24
	78,43
	6.5 Raffaela stim.
	348,65
	1568,83
	484,54
	167,74
	6.6 Raffaela unstim.
	1306,76
	834,30
	331,13
	116,89
	6.6 Raffaela stim.
	49,74
	486,28
	27,08
	66,80
	7.2 Mandy unstim.
	0,05
	0,32
	1,50
	1,22
	7.2 Mandy stim.
	61,46
	0,42
	77,85
	9,84
	7.3 Mandy unstim.
	0
	2,78
	22,58
	5,20
	7.3 Mandy stim.
	212,91
	1,58
	141,54
	46,02
	7.4 Mandy unstim.
	0
	0
	0
	0
	7.4 Mandy stim.
	0
	25,15
	14,11
	7,18
	7.5 Mandy unstim.
	0
	1,09
	6,16
	0
	7.5 Mandy stim.
	12,86
	11,79
	139,75
	24,94
	7.6 Mandy unstim.
	0
	0
	0
	0
	7.6 Mandy stim.
	64,20
	3,81
	271,95
	47,23
	Fortsetzung A 6:
	Probe
	IFNγ
	IL-2
	IL-4
	IL-10
	8.2 Goldtänzer unstim.
	1,04
	0,34
	3,11
	25,82
	8.2 Goldtänzer stim.
	118,98
	0,73
	42,21
	20,24
	8.3 Goldtänzer unstim.
	0,94
	0,68
	10,98
	38,47
	8.3 Goldtänzer stim.
	89,55
	0,77
	54,28
	27,44
	8.4 Goldtänzer unstim.
	0,16
	2,32
	1,05
	19,46
	8.4 Goldtänzer stim.
	2,74
	1,76
	22,79
	31,79
	8.5 Goldtänzer unstim.
	0
	1,61
	15,31
	13,12
	8.5 Goldtänzer stim.
	61,02
	3,76
	106,20
	39,18
	8.6 Goldtänzer unstim.
	0
	2,91
	17,06
	17,21
	8.6 Goldtänzer stim.
	72,05
	1,25
	51,24
	34,85
	9.2 Daylight unstim.
	25,93
	2,04
	25,09
	57,50
	9.2 Daylight stim.
	285,43
	1,47
	116,42
	47,65
	9.3 Daylight unstim.
	26,92
	8,74
	68,43
	48,95
	9.3 Daylight stim.
	349,33
	4,42
	178,29
	139,10
	9.4 Daylight unstim.
	8,97
	12,09
	6,72
	99,67
	9.4 Daylight stim.
	42,70
	14,17
	80,12
	65,26
	9.5 Daylight unstim.
	45,11
	15,04
	209,46
	49,05
	9.5 Daylight stim.
	702,75
	54,73
	1790,19
	218,02
	9.6 Daylight unstim.
	73,22
	14,87
	179,40
	64,37
	9.6 Daylight stim.
	681,64
	4,77
	288,06
	201,08
	10.2 Gustav unstim.
	0
	2,78
	6,17
	56,04
	10.2 Gustav stim.
	1070,17
	3,12
	135,27
	100,31
	10.3 Gustav unstim.
	5,28
	9,22
	18,05
	65,48
	10.3 Gustav stim.
	1045,35
	9,93
	221,07
	227,38
	10.4 Gustav unstim.
	0
	48,65
	0
	90,77
	10.4 Gustav stim.
	0
	24,56
	7,13
	111,82
	10.5 Gustav unstim.
	0
	12,72
	29,13
	208,84
	10.5 Gustav stim.
	140,52
	2,24
	26,84
	30,07
	10.6 Gustav unstim.
	6,90
	1,43
	1,56
	11,72
	10.6 Gustav stim.
	236,91
	1,06
	18,72
	31,63
	11.2 Jasmin unstim.
	30,62
	6,61
	8,46
	41,79
	11.2 Jasmin stim.
	305,64
	1,07
	39,74
	32,23
	11.3 Jasmin unstim.
	44,41
	26,01
	72,58
	134,02
	11.3 Jasmin stim.
	200,95
	0,72
	23,70
	46,53
	11.4 Jasmin unstim.
	0
	1,26
	0,27
	12,80
	11.4 Jasmin stim.
	2,12
	0,92
	3,51
	23,05
	11.5 Jasmin unstim.
	40,22
	5,84
	10,71
	23,35
	11.5 Jasmin stim.
	475,09
	6,64
	98,48
	89,96
	11.6 Jasmin unstim.
	11,35
	2,78
	4,42
	12,10
	11.6 Jasmin stim.
	403,33
	2,43
	38,07
	46,50
	 
	Fortsetzung A 6:
	Probe
	IFNγ
	IL-2
	IL-4
	IL-10
	12.2 Ibiza unstim.
	0,65
	1,27
	3,71
	3,31
	12.2 Ibiza stim.
	174,36
	1,41
	33,33
	39,15
	12.3 Ibiza unstim.
	4,60
	1,80
	12,58
	25,53
	12.3 Ibiza stim.
	104,41
	1,11
	22,82
	51,44
	12.4 Ibiza unstim.
	0
	1,07
	1,30
	40,79
	12.4 Ibiza stim.
	0
	7,30
	24,61
	48,36
	12.5 Ibiza unstim.
	5,47
	2,44
	13,74
	9,04
	12.5 Ibiza stim.
	54,56
	4,21
	38,66
	80,85
	12.6 Ibiza unstim.
	0
	9,61
	40,66
	35,76
	12.6 Ibiza stim.
	750,33
	16,31
	223,31
	208,35
	13.1 Goldfee unstim.
	4,47
	0,29
	0,82
	13,12
	13.1 Goldfee stim.
	103,22
	0,07
	12,68
	15,93
	13.2 Goldfee unstim.
	3,01
	0,17
	1,79
	3,19
	13.2 Goldfee stim.
	157,49
	0,12
	17,17
	28,89
	13.3 Goldfee unstim.
	6,82
	0,36
	4,40
	11,21
	13.3 Goldfee stim.
	126,03
	0,34
	14,86
	42,98
	13.4 Goldfee unstim.
	6,12
	0,57
	5,63
	9,19
	13.4 Goldfee stim.
	111,31
	0,28
	19,52
	32,94
	13.5 Goldfee unstim.
	2,88
	1,34
	4,98
	14,19
	13.5 Goldfee stim.
	101,42
	0,74
	32,00
	42,95
	13.6 Goldfee unstim.
	7,51
	1,21
	8,47
	23,68
	13.6 Goldfee stim.
	70,24
	0,27
	17,40
	43,82
	14.2 Galatea unstim.
	1,69
	1,07
	1,26
	29,29
	14.2 Galatea stim.
	357,11
	1,28
	40,11
	25,49
	14.3 Galatea unstim.
	6,13
	1,72
	3,03
	72,86
	14.3 Galatea stim.
	213,01
	1,78
	27,26
	34,47
	14.4 Galatea unstim.
	0
	3,26
	6,93
	342,75
	14.4 Galatea stim.
	731,78
	6,26
	116,67
	76,96
	14.5 Galatea unstim.
	0
	4,58
	5,56
	76,80
	14.5 Galatea stim.
	114,01
	8,98
	72,01
	45,77
	14.6 Galatea unstim.
	0
	2,28
	3,37
	10,53
	14.6 Galatea stim.
	227,50
	1,94
	35,79
	40,15
	15.2 Genua unstim.
	4,08
	7,73
	5,05
	40,31
	15.2 Genua stim.
	348,35
	2,25
	129,87
	76,40
	15.3 Genua unstim.
	5,65
	6,72
	11,45
	32,86
	15.3 Genua stim.
	720,48
	2,30
	87,83
	103,46
	15.4 Genua unstim.
	0
	5,91
	12,83
	33,52
	15.4 Genua stim.
	277,31
	6,99
	268,31
	133,29
	15.5 Genua unstim.
	17,23
	12,30
	21,99
	90,42
	15.5 Genua stim.
	142,33
	32,66
	306,36
	151,45
	15.6 Genua unstim.
	15,41
	40,49
	14,06
	30,63
	15.6 Genua stim.
	417,85
	2,55
	76,49
	91,80
	 
	Fortsetzung A 6:
	Probe
	IFNγ
	IL-2
	IL-4
	IL-10
	16.2 Jonas unstim.
	75,12
	9,64
	9,79
	365,73
	16.2 Jonas stim.
	794,88
	1,90
	93,50
	83,03
	16.3 Jonas unstim.
	31,23
	2,45
	5,21
	140,16
	16.3 Jonas stim.
	995,56
	2,15
	70,92
	84,46
	16.4 Jonas unstim.
	61,25
	10,60
	21,01
	183,46
	16.4 Jonas stim.
	1298,58
	2,74
	148,66
	168,09
	16.5 Jonas unstim.
	28,27
	16,32
	30,43
	346,02
	16.5 Jonas stim.
	1433,75
	38,13
	601,93
	346,63
	16.6 Jonas unstim.
	68,23
	7,83
	19,61
	87,36
	16.6 Jonas stim.
	1583,74
	4,93
	175,18
	213,99
	17.1 Kurinna unstim.
	13,62
	4,92
	1,68
	54,97
	17.1 Kurinna stim.
	1231,05
	0,70
	15,69
	31,61
	17.2 Kurinna unstim.
	4,69
	1,92
	1,70
	39,87
	17.2 Kurinna stim.
	1264,60
	0,68
	19,34
	52,86
	17.3 Kurinna unstim.
	30,24
	2,9
	3,46
	60,25
	17.3 Kurinna stim.
	2177,18
	0,80
	15,22
	55,78
	17.4 Kurinna unstim.
	1,23
	3,12
	8,62
	73,44
	17.4 Kurinna stim.
	2744,73
	16,24
	40,51
	95,04
	17.5 Kurinna unstim.
	0,36
	4,81
	11,67
	36,26
	17.5 Kurinna stim.
	2759,01
	23,70
	105,55
	59,72
	17.6 Kurinna unstim.
	2,75
	3,07
	7,75
	40,10
	17.6 Kurinna stim.
	286,84
	0,71
	14,65
	78,72
	18.2 Goldlady II unstim.
	0,62
	14,10
	7,27
	42,89
	18.2 Goldlady II stim.
	1060,01
	9,74
	313,30
	107,16
	18.3 Goldlady II unstim.
	2,22
	7,86
	67,66
	171,35
	18.3 Goldlady II stim.
	2211,60
	9,92
	300,85
	227,21
	18.4 Goldlady II unstim.
	0
	17,71
	14,10
	142,41
	18.4 Goldlady II stim.
	494,69
	13,92
	467,55
	205,28
	18.5 Goldlady II unstim.
	1,40
	18,34
	61,43
	81,72
	18.5 Goldlady II stim.
	127,58
	20,18
	253,47
	92,19
	18.6 Goldlady II unstim.
	2,40
	16,09
	40,52
	68,67
	18.6 Goldlady II stim.
	1677,72
	8,01
	219,29
	168,58
	19.2 Siegfried unstim.
	14,57
	82,59
	0,55
	3,61
	19.2 Siegfried stim.
	109,09
	221,34
	14,05
	5,04
	19.3 Siegfried unstim.
	9,71
	37,55
	0,33
	4,52
	19.3 Siegfried stim.
	1056,65
	104,29
	14,42
	7,13
	19.4 Siegfried unstim.
	18,98
	232,63
	3,80
	8,52
	19.4 Siegfried stim
	467,05
	38,90
	15,31
	7,64
	19.5 Siegfried unstim
	8,97
	36,11
	0,66
	7,54
	19.4 Siegfried stim
	503,26
	45,09
	26,32
	13,14
	19.6 Siegfried unstim
	13,96
	45,65
	1,09
	3,32
	19.4 Siegfried stim
	293,07
	54,22
	17,96
	9,25
	 
	Fortsetzung A 6:
	Probe
	IFNγ
	IL-2
	IL-4
	IL-10
	20.2 Cappa unstim.
	9,50
	25,17
	0,10
	6,71
	20.2 Cappa stim.
	273,43
	149,71
	4,72
	7,17
	20.3 Cappa unstim.
	21,59
	24,03
	0,11
	4,86
	20.3 Cappa stim.
	1360,83
	260,05
	5,21
	5,45
	20.4 Cappa unstim.
	319,31
	12,80
	0,54
	2,74
	20.4 Cappa stim.
	1618,99
	18,89
	3,09
	7,28
	20.5 Cappa unstim.
	37,57
	27,08
	0,66
	3,96
	20.5 Cappa stim.
	534,43
	60,92
	3,52
	9,73
	20.6 Cappa unstim.
	523,32
	22,42
	0,67
	2,92
	20.6 Cappa stim.
	1806,38
	5,20
	2,62
	5,04
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