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1. Einleitung

Diese wissenschaftliche Arbeit beschaftigt sich dér Verbreitung und Bedeutung des
Equinen Herpes Virus Typ 5. Die folgende Literaggtrerche gliedert sich in zwei Teile. Im
ersten Abschnitt wird auf die Familie der Herpeshae eingegangen, insbesondere auf die
Equinen Herpesviren, das Equine Herpesvirus Typddie Doppelinfektionen des EHV-5
mit dem EHV-1, EHV-2 und EHV-4 werden genauer usiieht. Im zweiten Teil werden die
Auswirkungen der Zylexfs und Resequin NN PIfisApplikation auf die Prasenz des EHV-5

betrachtet.

1.1 Herpesviridae

Allgemeines

Bei der Familie der Herpesviren handelt es sichaine Familie weltweit vorkommender
Viren. Der Name kommt aus dem Griechischen, ,hefpand heildt Gbersetzt ,kriechen®.
Man kann die Herpesviridae in 3 Subfamilien, digph¥-, Beta-, und Gammaherpesvirinae
einteilen. Herpesviren sind ubiquitdr im Tierreickerbreitet. Neben den Humanen
Herpesviren (Abbildung 1) wurden diese auch beigB#eren, Vogeln, Reptilien, Amphibien
und sogar bei Fischen nachgewiesen (Teifke, Lolal.e2000) und weisen morphologische
und biologische Gemeinsamkeiten auf (White DO 199Iche im Folgenden dargestellt

werden.

Morphologie

Herpesviren sind doppelstrangige, lineare DNA-Vireer Durchmesser eines
Herpesviruspartikels kann bis zu 200 nm betrageoiz(Rann, Desrosiers et al. 1992),
(Steven 1997). Das Genom besteht aus 120-210 kséoipmaren und wird von einem Core,
dem Virusinnenkérper, umgeben. Das Core wird wigakevon einem ikosaedrischen Kapsid
umschlossen, welches aus 162 Kapsomeren bestehDiehmesser des Kapsid betragt
etwa 100 nm (Knopf 2000). Das Kapsid wird von eimait Spikes, so genannte
Glykoproteinfortsatze, besetzten Hille umgebenv&tel997). Die Glykoproteine spielen
eine essentielle Rolle fur die Infektiositat, diepRkation und die Antigenitat des Virus,
worauf im nachsten Abschnitt naher eingegangen .wbdirch die Virushille sind
Herpesviren relativ labil gegentiber Umwelteinflizd@etergenzien und Desinfektionsmittel.
Den Raum zwischen Virushillenmembran und Kapsilt flds virale Tegument, was aus

mehreren Proteinen besteht, die teilweise asymsohtangeordnet sind.
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Abbildung 1: Virion des Herpes-simplex-Virus

Quelle: wikipedia. de

Infektionsweg und Virusvermehrung

Die Infektion mit Herpesviren erfolgt meist Uberekten Schleimhautkontakt der Individuen.
Durch Adsorption haftet das Virus an die Zytoplasmebran der Wirtszelle. Die
Wechselwirkung wird durch die Glykoproteine in ddrusmembran vermittelt. Nach der
Adsorption gelangt das Virus durch Fusion der \ifile mit der Zellmembran in die
Wirtszelle. Eine weitere Moglichkeit ist, dass durein spezielles Fusionsprotein bei der
Bindung des Viruspartikels an die Zellmembran dertd¥elle virale und zellulare Membran
verschmelzen und dabei das Viruskapsid sofort g Zgoplasma der Wirtszelle entlassen
wird (Roizman 1974). Eine andere Variante, wie dass in die Wirtszelle gelangen kann,
ist die Endophagozytose (Roizman, 1996). Durch OQasoating wird die Penetration
abgeschlossen und das Virusgenom freigesetzt. [@asr® und das Tegument werden nun
durch die Kernporen in den Zellkern transportigrg, nun die Replikation stattfindet. Die
Transkription, die Ubertragung der genetischenrmfion der DNA auf die einzelstrangige
MRNA, gliedert sich in drei getrennte Phasen undk lén Zellkern ab. Die Translation, die
Ubersetzung der Basensequenz der mRNA in die Araimesequenz der Proteine, findet im
Cytoplasma statt. Die linearen Genome der Herpesviwerden in der Wirtszelle
zirkularisiert. Wahrend der Latenz, der Phase,einsich das Virus nicht vermehrt und somit
fur das Immunsystem nicht aufzufinden ist, liegte divirale DNA episomal
(extrachromosomal) vor (Roizman 1974). In der bfimn Phase der Infektion, dass heif3t,
wenn es zu einer Vermehrung des Virus kommt, ldigtReplikation nach dem ,Rolling-
circle-Prinzip“ (Ben-Porat, Kaplan et al. 1976), déarski und Roizman 1982), (Roizman
1990), (Skaliter, Makhov et al. 1996) ab. Bei dieserinzip wird ein Strang des zirkularen
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DNA-Moleklls am Replikationsursprung (ORI, origif replication) geschnitten. Am somit
entstandenen 3’-OH-Ende werden die Nucleotide dudel virale DNA-Polymerase
angebaut. Als Matrize dient der intakte DNA-Strahlgder Konsequenz l6st sich auf diese
Weise das 5-Ende vom Matrizenstrang und wird ,ablg. Es ist somit ein DNA-
Einzelstrang entstanden. Dieser wird nun durchestgnte Okazaki-Fragmente im Bereich
der Replikationsgabel zum Doppelstrang ergénzt dacth Endonukleasen in einzelne
Virusgenome geschnitten. In der spaten Phase, istinss an die Replikation, kommt es
zur Bildung der Strukturproteine. Diese Struktutpnoe dienen dem Zusammenbau des
Kapsids. Die virale DNA wird nun in das Kapsid igtiert. Durch Budding (Knospung) an
der inneren Kernmembran der Wirtszelle erhaltenvilien ihre auRere Hulle (Baines, Wills
et al. 2007). Durch den Golgi-Apparat werden dieiovien zur Zellmembran transportiert
und verlassen die Zelle meist durch Zellyse (Roizrh@96), (Hellums, Markert et al. 2005).
Diesen Vorgang nennt man Elution. Der nachste Affickvidmet sich der Latenz von

Herpesviren.

Latenz

Herpesviren haben die Eigenschaft nach einer liielkdes Wirtes die Zellen des Wirtes
latent zu infizieren und in diesem zu persistigiiRaizman 1974), (Ahlqvist, Fotheringham et
al. 2005), (Csire, Mikala et al. 2007). Die Wirtdee beherbergen somit vermehrungsféahiges
Virus. Latenz ist definiert als eine ,reversibletichtproduktive Infektion einer Zelle durch
ein replikationskompetentes Virus" (Garcia-Blanecwl (Cullen 1991). Das Virus liegt dann in
einem so genannten Ruhezustand in der Wirtszelle darch externe oder interne Reize
kann das Virus jedoch reaktiviert werden und esrkbrru einer erneuten Virusvermehrung
in der Zelle. Folglich kehren die Symptome der FRmimfektion wieder. Weiterhin ist
erwiesen, dass durch eine Immunsuppression deed)Vuurch beispielsweise Stress oder
Glukokortikoidgaben, latentes Virus wieder in didektiose Form Uberfihrt werden kann
(Soderberg-Naucler 2006). Herpesviren zeigen wahden Latenzphase oft nur eine geringe
Proteinproduktion, bei Alphaherpesviren wird di@dtrktion ganz eingestellt und es werden
nur latent-assoziierte Transkripte (LAT) gebildetaser, Block et al. 1992). Die Familien der
Herpesviren werden im Folgenden genauer erlautedbei den Gammaherpesviren

besondere Beachtung geschenkt wird.
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1.1.1 Familien der Herpesviren

Die Familie der Herpesviren wird in drei Subfamlie Alpha-, Beta-, und
Gammaherpesviren, unterteilt. Diese Einteilung veinthand der biologischen Eigenschaften

vorgenommen.

Alphaherpesviren

Diese Subfamilie kann weiterhin in zwei Genera etedt werden, Simplexvirus und
Varicellovirus (Abbildung 2) wobei diesen Generasahiedene Spezies zugeordnet werden.
Die Alphaherpesviren zeichnen sichvivo durch ein variables Wirtsspektrum aus. Auch die
Organmanifestation dieser Subfamilie zeigt einddgrgarianz. Als Beispiele sind zu nennen:
Respirationstrakt, Genitaltrakt, ZNS oder die Hétmgels und Ackermann 199aj vitro
zeigen die Alphaherpesviren einen kurzen Replikatigklus und eine schnelle Ausbreitung
in der Zellkultur. Alphaherpesviren persistieren Ganglienzellen und in Lymphozyten
(Engels und Ackermann 1996). Als bekannte Vertreieser Subfamilie sind das Bovine
Herpesvirus 1 (BHV-1), das Canine Herpesvirus 1(€H\Vdie Equinen Herpesviren 1, 3
und 4 (EHV-1,-3 und -4), das Feline HerpesvirugH\-1), die Humanen Herpesviren 1 und
2 (HHV-1 und -2) und das Suid Herpes Virus 1 (SH\*1 nennen.

Abbildung 2: Varicella- Zoster-Virus (VZV)

Quelle: www.wikipedia.de
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Betaherpesviren

Die Betaherpesviren kann man in zwei Genera eantgil Cytomegalovirus und
Muromegalovirus. Das Genus Roseolovirus ist noathtnoffiziell als solches anerkannt
(Mayo 1995; Fauquet 2005)n vivo zeichnet sich diese Subfamilie durch ein engeres
Wirtsspektrum aus als das der Alphaherpesvirenewdie Organmanifestation variabel ist.
Haufig findet eine Allgemeinerkrankung statt, mihex Affinitat des Virus zu Leber und
Niere. Als Latenzorte sind vor allem Speicheldriiseymphgewebe, ZNS und Nieren zu
nennenln vitro erfolgt das Wachstum der Viren langsamer als éa®\tphaherpesviren und
es kommt zu einer Riesenzellbildung (Cytomegaligs auch den Namen des Genus erklart.
Vertreter dieser Unterfamilie sind das Humane Herpas 5 (HHV-5), das Humane
Herpesvirus Typ 6(HHV-6), (Abbildung 3) das Muritkerpesvirus 1 (MHV-1) und-2 und
das Equine Herpesvirus 7 (EHV-7, noch nicht offlzenerkannt), (Mayo 1995; Fauquet
2005).

Abbildung 3: Humanes Herpesvirus Typ 6
v -

Quelle: www.wikipedia.de

Gammaherpesviren

Biologie der Gammaherpesviren

Diese Subfamilie wird in 2 Genera eingeteilt. Dagmphocryptovirus zeigt als bekannte
Vertreter das Cercopithecine Herpesvirus 12, 18, 14y das Epstein-Barr-Virus (HHV-4),

(Abbildung 4) das Humane B-lymphotropen Virus (HHYund das Pongine Herpesvirus 1,
2 und 3. Dem Genus Rhadinovirus sind als bekaviateeter das Alcelaphine Herpesvirus
1, das Ateline Herpesvirus 2, das Bovine Herpesvr(BHV-4), die Equinen Herpes Viren 2
und 5 (EHV-2 und -5), das Humane Herpesvirus 8 (FBJVdas Murine Herpesvirus 68
(MHV-68), das Ovide Herpesvirus 2 (OvHV-2) und daaimiriine Herpesvirus 2 (HVS)
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zuzuordnen. Gammabherpesviren zeichnen sich durehMbrschiedenheit in ihrem Genom
aus. Hier kommen sowohl konservierte als auch kbkrigGenbereiche vor (Gompels,
Nicholas et al. 1995). Die konservierten Genomlobkeei kodieren fur biologische
Eigenschaften wie Genregulation und Latenz (KaiMocarski et al. 1994). Die besondere
Fahigkeit der Gammaherpesviren zur ,Piraterie“eiginer, immunmodulierter Gene beruht
wahrscheinlich darauf, dass das virale Genom vigbetetive, nicht codierende Sequenzen
besitzt und dadurch die Mdglichkeit hat, viele DI$%&guenzen aufnehmen, ohne dabei
eigene Genomsequenzen zu verlieren (Neipel, Alibrtcil. 1998) und (Albrecht 2000).

Epidemiologie

Das Wirtspektrum der Gammaherpesviren ist eng begr&ertreter, wie das OvHV-2, das
MHV-68 und das EHV-2 kdnnen auch Tiere anderer kamifizieren (Ackermann 2006).
Das OvHV-2, welches als Hauptwirt Schafe infiziend bei diesen die Krankheit mit dem
Namen ,Katarrhalfieber* hervorruft, wurde in dieseBAdusammenhang auch schon bei
Schweinen, Elchen und Bisons nachgewiesen (Al®0B2, (Ackermann 2005). In Organen
besteht eine Manifestation zu B- und T-Lymphozytdakrophagen und zu Endothelzellen
von BlutgefalRen (Rajcani und Kudelova 2003). Efskitionen laufen meist in den ersten
Lebensmonaten des Wirtes ab. Sie verlaufen asyngpisch und das Virus geht schnell in
Latenz Uber (Ackermann 2006). Auf dieses Phanomieshimm kommenden Abschnitt néher
eingegangen.In vitro lassen sich Gammaherpesviren in Lymphozytenkuituwed in
Einschichtzellkulturen bestimmter Gewebe der jeigeil Wirtsspezies anziichten, allerdings
nicht immer regelméaRig (Renne 1998), (Hussey 20Ruih kann man dabei nicht immer
cpE’s nachweisen und der Replikationszyklus safireiur langsam voran. Bei humanen
Virusspezies, wie dem HHV-8 oder dem EBV, kdnnem@aherpesviren unter bestimmten
Bedingungen Zelltransformationen hervorrufen. Digt¥¥elle verliert somit die Kontrolle
Uber diese transformierten Zellen und diese korsieim dann proliferativ und neoplastisch

vermehren (Meinl, Fickenscher et al. 1998).

Latenz von Gammaherpesviren

Diese Subfamilie persistiert in den unterschiedlieh Zellen. Zellen, die besonders haufig
latent infiziert werden, sind solche in lymphatisoshGeweben, wie Makrophagen (Weck,
Kim et al. 1999), (Osorio, Rock et al. 1985) undlymphozyten bei dem EHV-2 (Gleeson
und Coggins 1985), (Drummer, Reubel et al. 1996)deen MHV-68 (Nash, Dutia et al.
2001), (Weck, Kim et al. 1999), bei dem HHV-8 (Skeh2000) und in T-Zellen bei dem HVS
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(Fleckenstein 1982). Es werden weiterhin dendhts£ellen, wie bei dem MHV-68 (Flano,
Husain et al. 2000), (Flano, Kayhan et al. 2008yralogische Gewebe, d.h. Ganglien wie
bei dem EHV-2 (Thein und Epp 1978), (Rizvi, Slagerl. 1997) und auch Epithelzellen wie
bei dem MHV-68 (Robertson, Ooka et al. 1996), (SwJsherwood et al. 1998), (Rajcani
und Kudelova 2005) latent infiziert. Die Gammahekpen expremieren wahrend ihrer
latenten Phase spezifische Latenzgene (Rowe, lteal. 4992). Das ist ein wesentlicher
Unterschied zu den Alphaherpesviren, welche lechgltAT bilden (Fraser, Block et al.
1992). Der Vorgang der Expression von Latenzgengnlevsehr genau am Beispiel des EBV
untersucht. Es gibt drei verschiedene Formen damizaxpression, Typ 1 bis 3 (Rowe, Lear
et al. 1992). Bei Typ 3 der Latenzexpression werdiemch das EBV B-Zellen in
immortalisierte Lymphoblasten transformiert, in demahezu alle latenten Gene expremiert
werden. In Typ 1 und 2 wird nur eine geringe Anzahllatenten Genen expremiert (lwakiri
2006). Am Beispiel des EBV wird auch gleichfallaiteh, dass die Genexpression abhangig

vom Immunstatus der infizierten Zelle (Kieff 1996)d vom Phanotyp ist.

Abbildung 4: Epstein-Barr-Virus

Quelle: www.wikipedia.de

1.2 Equine Herpesviren

Fur die Equinen Herpesviren kdnnen bis dato 9 Hsipen identifiziert werden. Von diesen
9 Virustypen gehdren sechs zu den Alphaherpesvirehdrei zu den Gammaherpesviren,
(Borchers, 1999), (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Equine Herpesviren

Virustyp ‘ Unterfamilie ‘
EHV-1 Alphaherpesvirinae
EHV-2 Gammaherpesviringe
EHV-3 Alphaherpesvirinae
EHV-4 Alphaherpesvirinae
EHV-5 Gammaherpesviringe
EHV-6 Alphaherpesvirinae
(AHV-1)

EHV-7 Gammaherpesvirinae
(AHV-2)

EHV-8 Alphaherpesvirinae
(AHV-3)

EHV-9 Alphaherpesvirinae
(GHV-1)

In den nachsten Abschnitten wird auf die Equinenmrpisviren EHV-1, -2, -3, -und 4

eingegangen. Dem EHV-5 wird ein extra Kapitel gewéd.

1.2.1 Das Equine Herpesvirus Typ 1 und das Equine HemesvVyp 4

Das Equine Herpesvirus Typ 1 hat als Erreger dess¥borts eine besondere Bedeutung.
Fraher wurden serologisch von diesem Spezies zulgtyBen unterschieden, wobei Subtyp 1
hauptsachlich in abortierten Foten und Subtyp 2 hedpiratorischen Erkrankungen
(Rhinopneumonitis) detektiert wurde. Aufgrund desachweises bei verschiedenen
Erkrankungen, wie Aborten, perinatalen Erkrankungew Myeloenzephalitiden, wurden
weiterfuhrende, molekularbiologische Untersuchungerchgefihrt und es liel? sich belegen,
dass es sich bei den so genannten Subtypen umhiesisne, aber immunologisch eng
verwandte Serotypen handelte. Das EHV-1 wurde assEhuine Abortvirus detektiert und
fur den Erreger der Rhinopneumonitis wurde die Naktegur EHV-4 eingefuhrt (Studdert,
Simpson et al. 1981). EHV-1 und EHV-4 sind beidehikontagiose Erreger, welche als
Infektionsspektrum unter natturlichen Bedingungererd®¥, Esel, Grevy's Zebras und
Maultiere besitzen (Borchers, Bottner et al. 2008)er auch aus anderen Spezies, wie
Thomson’s Gazellen, schwarzen Rehbdcken, Hirschmagtilopen, Alpakas und llamas
konnte EHV-1 isoliert werden (Fukushi, Tomita et #97), (Borchers, Bottner et al. 2006).
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Die Infektion mit diesen Virustypen ist weltweitnoeeitet und verlauft enzootisch. Es kommt
dabei meist zu Erstinfektionen ohne oder mit mil8gmptomatik, wobei diese sich selbst
limitieren (Gibson, Slater et al. 1992).

Anschlie3end geht das Virus in Latenz tUber (HusSéark et al. 2006), wobei als Latenzorte
fur EHV-1 das Trigeminalganglion (Slater, Borchetsal. 1994), Lymphknoten (Igbal und
Edington 2002), (Taouiji, Collobert et al. 2002) utid Nasenschleimhaut (Carvalho, Oliveira
et al. 2000) beschrieben werden. Das Equine Heimpssviyp 4 persistiert dagegen in
Bronchial- und Alveolarepithel (Borchers, Wolfinget al. 1997), in Lymphknoten des
Respirationstraktes, in dem Trigeminalganglion im@®BMC (Welch, Bridges et al. 1992).
Latent infizierte Tiere scheiden das Virus Uberr8ekintermittierend aus und kdnnen somit
nichtinfizierte Bestande in sehr kurzer Zeit dusshshen. Andere Ubertragungswege sind
durch direkten Kontakt, tber Tropfcheninfektion madem Schnauben oder Husten der
Pferde, vertikal von dem Muttertier auf das Foldeler von Fohlen zu Fohlen direkt méglich
(Gilkerson, Love et al. 1998). Bis zu 100 % derr&i&onnen in einem Fohlenbestand
erkranken (Thein 1996).

Die respiratorische Erkrankung, Rhinopneumonitiitbt sich meistens schnell in den
Fohlenjahrgdngen wahrend der Absatzzeit aus, daldiee erheblichem Stress, wie der
Trennung vom Muttertier, neuer Umgebung etc., asetge sind. Diese Erkrankung wird vor
allem durch EHV-1 hervorgerufen, seltener durch EH{Matsumura, Sugiura et al. 1992).
Die Rhinopneumonitis verlauft zyklisch und das ‘irwermehrt sich primar in den
Nasenschleimhauten, wobei es milde Entziindungsarseigen hervorruft. Uber das
Lymphsystem gelangt es ins Blut und breitet sichndan gesamten Organismus aus. Nach
einer kurzen Inkubationszeit kommt es zu Fieber,or@rie und Entzindungen der
Atemwege, die sich erst in serdsem und spater ikosam Nasenausfluss auf3ern. Die
Moglichkeit einer Sekundarinfektion besteht undkaan zu einer mukopurulenten Rhinitis
und Pharyngitis kommen. Im Allgemeinen erholen sitle Tiere relativ schnell. In
chronischen Féllen verbleiben respiratorische Exdaiigen mit Follikulitis.

Der Stutenabort wird in den meisten Fallen durcls dequine Herpesvirus Typ 1
hervorgerufen (Studdert, Crabb et al. 1992). Imatézt Drittel der Tréachtigkeit kommt es bei
Stuten zu einer Infektion der Uterusschleimhaut ded Frucht. Das Virus vermehrt sich
stark in fétalen Geweben und zeigt eine Affinitétlzber, Milz und Lunge. Die Frucht stirbt
als Folge einer Placentitis und wird abgestol3em.Abert verlauft ohne Symptome. Fohlen
werden tot oder lebensschwach geboren, wenn diektloh sehr spat in der
Trachtigkeitsphase stattgefunden hat (Murray, deloPet al. 1998). Wenn die Laktation der
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Stute einsetzt, ist diese erhohtem Stress austjesetdatentes EHV-1 kann reaktiviert und
auf das Saugfohlen Ubertragen werden (Gilkersoral\het al. 1999).

Die zentralnervose Form, Myeloenzephalitis, wurdeeriviegend bei Stuten nach einem
Abort beobachtet, kann aber auch unabhéngig davitregen. Diese Veranderungen werden
auf eine Vaskultis im Neuroparenchym im Ruckennmankickgefihrt (Jackson, Osburn et al.
1977), (Allen und Bryans 1986), (Edington, Bridggsal. 1986), (Thein 1996). Das Parese-
Paralyse-Syndrom, was als Folge Ataxien nach gieht,zresultiert aus einer Affinitat von
EHV-1 zum GefalRendothel. Durch diesen Endothebraps kommt es zu einer Vaskulitis
und Thrombosierung von GefalRen und damit zu eisehdmie und Degeneration des
Nervengewebes (Petzoldt und Bisping 1972; Petzbldtmann et al. 1972), (Jackson et al.
1977), (Petzoldt, Rosenbruch et al. 1982), (Edimgto al. 1986), (Whitwell und Blunden
1992), (Thein 1996), (Wilson 1997). Die Vaskulitigrd wahrscheinlich durch Ablagerung
von Immunkomplexen ausgelost (Ostlund 1993). Dim@pme variieren von einer milden
Ataxie (Meyer, Thein et al. 1987) bis zu einer hgretldigen Paralyse. EHV-1 wird des
Ofteren als Ursache fiir das Parese-Paralyse-Syngeoannt als EHV-4.

1.2.2 Das Equine Herpesvirus Typ 2

Auch beim Pferd kommt ein spezifisches Cytomegalisy das Equine Herpesvirus Typ 2,
vor. Die Isolation dieser Virusart gelang das eidtd im Jahre 1963 aus dem Magen der
Stute ,Lady Kells* und trug daher den Namen ,EHVR!L(Plummer und Waterson 1963).
Es gehdrt zur Familie der Gammaherpesviren, zunuS&&madinovirus (Telford, Studdert et
al. 1993). Das Genom des EHV-2 ist linear, doppiatsfig, 192 kbp grof3 und liegt als Isomer
vor. Die komplette DNA-Sequenz des Genoms des EFBtaZnmes 86/67 ist erforscht.
Dabei kodieren 79 Offene Leserrahmen (ORF) fur 7ibtdhe. Vergleiche der
Aminosauresequenz haben gezeigt, dass das Gamms¥iaup genetisch kollinear ist mit
dem HVS und EBV, wobei es genetisch mehr verwastdhnit dem HVS (Telford, Watson et
al. 1995). Das Genom von EHV-2 ist weiterhin duéigjg und weist intern indirekte, kurze
Wiederholungen auf. An den Enden wird es von 18 klkangen, direkten
Wiederholungssequenzen flankiert (Browning und &¢ud1989). Es wird daher auch der
Genomgruppe A zugeordnet. Die genetische Varidbikt bei EHV-2 starker ausgebildet als
bei anderen Herpesviren (Browning und Studdert 1988s Equine Herpesvirus Typ 2 ist in
Pferdepopulationen weit verbreitet (Craig, Barruqde et al. 2005). Das Virus konnte
weltweit in den verschiedensten Geweben des Régpisiraktes (Turner, Studdert et al.
1970), (Rose, Hopes et al. 1974; Wilks und Studde®74), des Genital- und



Einleitung 26

Verdauungstraktes, der Milz, der Lunge und in Geametles lymphatischen Systems, sowie
in okularen Geweben, wie zum Beispiel Konjunktiy&tuddert 1971), (PN, O'Rielly et al.
1994) von klinisch gesunden und klinisch krankeeré#n isoliert werden (Turner, Studdert
et al. 1970), (Wilks und Studdert 1974), (BorcheEhert et al. 2006). In Milch- und
Speicheldrisen (Browning und Studdert 1987) un@eémweben des peripheren und zentralen
Nervensystems konnte EHV-2 detektiert werden (RiSMater et al. 1997), (Borchers,
Wolfinger et al. 1998). Man konnte EHV-2 auch awe doeripheren Zellen des Blutes
isolieren (Kemeny und Pearson 1970), (Wilks uncdi&eut 1974), (Roeder und Scott 1975),
(Fu, Robinson et al. 1986). Fur EHV-2 kommt als tWiicht nur das Hauspferd in Frage,
sondern auch bei anderen Pferden lies sich das d&tektierten. Bei Bergzebras in Namibia
konnten Antikorpertiter gegen EHV-2 bei 20 von 2Ebéas mittels indirekten IFT
nachgewiesen werden (Borchers und Frolich 1997)PBeewalski- Pferden, Zebras als auch
bei wilden und domestizierten Eseln wurden in 98¢ 55 Wildpferden und Zebras EHV-2
mittels IFT nachgewiesen (Borchers, Frolich et 2099). In einer Studie, die an wild
lebenden Burchell's Zebras (Equus burchelli) im eBgeti Nationalpark in Tansania
durchgefuhrt wurde, konnte EHV-2 mittels serologescMethoden in keinem der 51 Zebras
nachgewiesen werden (Borchers, Wiik et al. 200%3. IAfektionswege fur EHV-2 werden
direkte, horizontale Wege (Browning und Studde®7)9 meist tUber die oberen Atemwege
beschrieben (Sherman, Thorsen et al. 1977). Dass\Vermehrt sich wohl primar im
respiratorischen Epithel und verbreitet sich daberiBlut- und Lymphbahn im gesamten
Organismus (Abbildung 5). Die Verbreitung Uber Weate, intrauterine Wege spielt eine
untergeordnete Rolle. EHV-2 wurde in diesem Zusanitaeg bei zwei abortierten Foten

(Galosi, de la Paz et al. 2005) und einem gesuhdrgaen Fohlen (Thein 1983) detektiert.
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Abbildung 5: Infektionswege des EHV-2
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Erkrankungen durch EHV-2 manifestieren sich vorerallim oberen Respirationstrakt
(Murray, Eichorn et al. 1996), mit entsprechendgmf@@omen wie Husten, Nasen- und
Augenausfluss, in den Lungen (Schlocker, GerbetsBher et al. 1995) und im
Augenapparat, mit Konjunktivitis und Keratokonjumkis (Blakeslee, Olsen et al. 1975),
(McAllister und Blakeslee 1977), (Kershaw, von Oppet al. 2001), (Borchers, Ebert et al.
2006). Leistungsschwache (Rose, Hopes et al. 19Jdhsen-Waern, Persson et al. 1998),
Fieber, Pharyngitis (Blakeslee, Olsen et al. 197B)¢Allister und Blakeslee 1977) und
Lymphadenitis wurden weniger beschrieben. Weitekainn EHV-2 aber auch bei Pferden,
die Kklinisch unauffallig sind, nachgewiesen werdgtershaw, von Oppen et al. 2001),
(Kershaw 2001), (Besthorn, 2002). EHV-2 im Zusamhay mit respiratorischen
Symptomen wie Pneumonien (Fu, Robinson et al. 1986@kritz, Wilson et al. 1993) tritt vor
allem bei Fohlen und Jahrlingen auf (Wilcox 20qDunowska, Wilks et al. 2002), (Wang,
Raidal et al. 2007). Weiterhin wurde in verschiezfenStudien gezeigt, dass EHV-2-
Infektionen im frilhen Fohlenalter auftreten (Norgeahn, Merza et al. 2002), (Bell,
Balasuriya et al. 2006). Als Latenzorte sind bemd&quinen Herpesvirus Typ 2 B-
Lymphozyten (Drummer, Reubel et al. 1996), Makragm@ma (Dutta und Campbell 1978;
Schlocker, Gerber-Bretscher et al. 1995), das Trigalganglion (Rizvi, Slater et al. 1997),
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(Borchers, Wolfinger et al. 1998) und das Gangkdiare (Thein und Hartl 1976), (Thein
1978) zu nennen.

Zu einer Suppression des Immunsystems fuhren Mitedtem sie Immunzellen infizieren
(Ackley, Yamamoto et al. 1990), (Novotney, Englishal. 1990),(Bishop, Williams et al.
1992). Dem Equinen Herpesvirus Typ 2 werden aucmunsuppressive Wirkungen
nachgesagt (Fu, Robinson et al. 1986). Das komiter anderem so erklart werden, dass das
virale Interleukin-10-Gen, welches immunsuppresiWiekungen besitzt, bei EHV-2 (Rode,
Bugert et al. 1994), (Holloway, Lindquester etZl00) und anderen Viren, wie dem EHV-5,
dem EBV (EBV-IL-10), dem Parapoxvirus Orf (Orf-VgdL-10), (Fleming, McCaughan et
al. 1997), dem humanen Cytomegalovirus (HCMV-IL;1®otenko, Saccani et al. 2000)
sowie dem Rhesusaffen Cytomegalovirus (RhCMV-IL-If§chgewiesen wurde. Man
versuchte durch geeignatevitro und/odeiin vivo-Modelle mittels Vergleichen zwischen der
Bioaktivitat von Virokin und zellularem Gegenstiiokw. rekombinantem und Wildtypvirus
Erkenntnisse Uber die Funktion von IL10 zu gewinnBabei fand man mittelgn vitro
Versuche folgendes heraus: Aufgrund der Fahigkeg BBV-IL-10 die Proliferation von
Makrophagen bzw. Monozyten sowie die Produktion -y zu hemmen (Stuart, Stewart
et al. 1995), (Moore, de Waal Malefyt et al. 200&yd die antivirale Immunantwort
unterdrickt. Wenn man diese Mechanismen der Imnpprsession auf das EHV-2 Ubertragt,
dann kdnnte das Vorkommen von Keratokonjunktives Fdlge dieser Immunsuppression
erklart werden. In verschiedenen Studien wurde u&tndass die EHV-2-Infektionen eine
Pradisposition haben und als Sekundarinfektionenhdandere Viren oder Bakterien (Palfi,
Belak et al. 1978), (Belak, Palfi et al. 1980), (tlengrahn, Rusvai et al. 1996) auftreten, als
Folge einer Unterdrickung der PBL-Funktion. In eim@deren Studie trat die EHV-2-
Infektion sekundér als Folge einer Infektion mit ddbcoccus equi beim Fohlen auf
(Nordengrahn, Rusvai et al. 1996).

Virale und bakterielle Co-Faktoren bei der Erkramxuder Keratokonjunktivitis sollen nun
kurz erlautert werden, wobei auf das Equine Heigess Typ 5 in Abschnitt 1.3 néher
eingegangen wird. Das Equine Adenovirus Typ 1 (EAgWvird beim Pferd vor allem mit

respiratorischen Erkrankungen in Zusammenhang gebréMcChesney, England et al.
1974). Dieses Virus wurde auch aus Pferden mit 8gmptom der Cauda Equina Neuritis
isoliert (Edington, Wright et al. 1984). Uber einBeteiligung des EAdV-1 bei

Augenerkrankungen ist dagegen wenig bekannt. ImmRaleiner systemischen Infektion mit

dem EAdV-1 kann es bei Pferden zu einer okularemifdstation kommen, das konnte im
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Rahmen einer Studie mittels der Anzucht in homatagellkulturen und der Vermehrung mit
cpE nachgewiesen werden (Gleeson, Studdert et9aB)1 Da bei mehreren Fohlen die
Erkrankung der Keratokonjunktivtis mit der Detektides EAdV in Zusammenhang gebracht
wurde, indem man das Virus aus Augentupferproberhdinzucht isolierte (England,
McChesney et al. 1973), wurde diesem eine Beteifigan der Keratokonjunktivitis des
Pferdes zugesprochen (von Borstel 2003). Die Beteiy von Mycoplasmen und
Chlamydophilen an der Symptomatik der Keratokonjiwitis werden diskutiert, konnten

aber bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht belegt erer@orchers, Ebert et al. 2006).

1.2.3 Das Equine Herpesvirus Typ 3

Das Equine Herpesvirus Typ 3 gehdrt zu der FardéieAlphaherpesviren und ist als Erreger
des Koitalexanthems (Blaschenausschlag), einerrtgén, milden Deckinfektion bei
Pferden, bekannt. EHV-3 konnte in den USA, in Aaign, Kanada, Danemark, Norwegen
und England isoliert werden (Seki, Seimiya et 804). Auch in Sudindien konnte EHV-3 in
Stuten und Hengsten, welche an dem Blaschenaugsetkteankt waren, detektiert werden
(Uppal, Yadav et al. 1989). Der Aufbau des Genowors dem EHV-3 wurde unter anderem
1984 beschrieben (Sullivan, Atherton et al. 19833s EHV-3 verursacht bei Stuten im
Scheidenvorhof und an der benachbarten Haut somiePanis und am Praputium beim
Hengst Blaschen, Pusteln und Erosionen. Die Ulmrn@ erfolgt hauptsachlich durch den
Deckakt (Pascoe und Bagust 1975), aber auch durgh KKontakte oder durch rektale und
vaginale Untersuchungen kann das Virus Ubertragerdem. Der Respirationstrakt kann
ebenfalls Eintrittspforte fir das Virus sein. Tiemie einmal infiziert wurden, bleiben
lebenslang Virustrager. Klinisch gesunde Stuten Hletigste kdnnen, wenn das in ihnen
latent verweilende Virus reaktiviert wird, andener€é anstecken und es kommt dann zu den
oben beschriebenen Symptomen. Die Heilung erfgdghtan nach zwei bis drei Wochen,
wenn eine Sekundarinfektion ausgeschlossen werdann.k Narben in Form von

pigmentlosen Flecken bleiben oft zurlck.
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1.3 Das Equine Herpesvirus Typ 5

Taxonomie

Das Equine Herpesvirus Typ 5 wurde genauso wiekdmsne Herpesvirus Typ 2 erst zur
Familie der Betaherpesviren gezahlt, aufgrund deslopischen Eigenschaften, der
Genomstruktur, GréRe und des langsamen WachstunterinZellkultur (Browning und
Studdert 1987). Im Jahre 1993 erfolgte jedoch &eklassifizierung beider Virustypen. Die
Sequenzen zufalliger DNA-Fragmente wurden analysied man identifizierte 25 EHV-2-
und 28 EHV-5-Gene, welche fiir Proteine kodierewr, sithr groRe Ahnlichkeit hatten mit
dem EBV und dem HVS (Telford, Studdert et al. 1993ide Herpesviren wurden dem
Genus Rhadinovirus zugeordnet (Agius und Studde®d), (Telford, Watson et al. 1995).
Auch wurden beide Viren bis 1987 aufgrund ihreregemechen und antigenetischen Varianz
als ein Virustyp identifiziert. Durch die MethoderdRestriktionsenzymanalyse wurden 52
EHV-2-Isolate identifiziert, vier von diesen Is@athatten identische Profile, stimmten aber
mit den anderen 48 Isolaten nicht Gberein (Browning Studdert 1987). Schon im Jahre
1973 wurden mittels Nt signifikante Antigenunterigcle zwischen der Gruppe der vier
Virusisolate und der anderen Isolate festgestellirimer, Goodheart et al. 1973). Diese vier
Virusisolate wurden dann 1987 als Isolate des EHWéRmtifiziert (Browning und Studdert
1987). Man kann also zusammenfassend sagen, dad$sHia5 mit dem EHV-2 verwandt
ist, sich aber sich von diesem auf genomischer &ba#gutlich unterscheidet (Telford,
Studdert et al. 1993). Die Genomstruktur von EH%Hmelt unter anderem der des Genoms
von MCMV (Ebeling, Keil et al. 1983).

Biologische Eigenschaften

Ein lineares, doppelstréangiges, 179 kpb grolRes DMalekil wurde als Genom des EHV-5

detektiert (Browning und Studdert 1989), (Agius,gisha et al. 1992), (Telford, Studdert et
al. 1993). Durch die Methode der REA des EHV-5-Stm® 2-141 wurde nachgewiesen,
dass das EHV-5 keine langen terminalen bzw. inter&ederholungssequenzen besitzt
(Browning und Studdert 1989), (Agius, Nagesha etl@8b2). Das EHV-5 wird aus diesem
Grund der Genomgruppe F zugeordnet, wobei Genorpgrugon A bis F beschrieben sind.
Das EHV-5-gB ist ein 870 bp grof3es Aminosaurepnotgid zu 79 % &ahnlich und zu 66 %
identisch dem EHV-2-gB (Holloway, Lindquester et H999), (Dunowska, Holloway et al.

2000). Das EHV-5-gB ist wie das EHV-2-gB ein Het#imer mit Untereinheiten von 92

kDa. (Holloway, Lindquester et al. 1999).
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Epidemiologie

Nicht viele EHV-5- Isolate wurden bis dato iderdiéirt. In Deutschland wurde bisher nur ein
Isolat aus PBMC von einem gesunden Przewalskipfaus dem Minchener Zoo
dokumentiert (Borchers, Frélich et al. 1999). EHMWvbrde isoliert aus Nasenhdhlen von
Pferden, die respiratorische Symptome zeigten usdP8MC von Pferden in Australien und
Grol3britannien (Browning und Studdert 1987). Mdteirusspezifischer PCR wurde 1995
EHV-5 in PBMC bei 13 von 70 Pferden nachgewiesezu(l, Crabb et al. 1995). Weiterhin
wurde EHV-5 mittels dieser Methode bei 38 von 11@hlEn und adulten Pferden in
Neuseeland aus peripheren, mononukledren ZelleBldéss (PBMC) oder aus Nasentupfern
(Dunowska, Meers et al. 1999) detektiert, allerdimgr es nicht mdglich, das Virus mit dem
Vorkommen von respiratorischen Symptomen zu as=erni Interessant war der
Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von EHV-5 ubld/-B-Infektionen in den
meisten Pferden (36/38), die untersucht wurden ¢iuska, Meers et al. 1999). In anderen
Studien wurden Fohlen und adulte Pferde mittelssgpezifischer PCR in PBMC und in
Nasentupfern in verschiedenen Regionen Europa&dli¥f-5 untersucht: Das Virus wurde
aus PBMC in Fohlen in Ungarn zu 15 % von 27 ardgecVollblutfohlen und in adulten
Pferde der Rasse Welshmountain in England zu 2408621 Pferden nachgewiesen. Die
Ergebnisse dieser Studie indizieren die Vermutwags EHV-5-Infektionen im spateren
Fohlenalter auftreten (Nordengrahn, Merza et abD220 (Bell, Balasuriya et al. 2006).
Weitere Studien belegen, dass EHV-5 mehrfach igganPferden vorkommt, sowohl bei
gesunden Fohlen (70/90), (Wilcox 2001), als audlekgerimentell infizierten Jahrlingen mit
respiratorischen Symptomen (14/14), auch wenn rbeltiesen werden kann, dass EHV-5
fur das Auftreten der respiratorischen Erkrankuagamtwortlich war (Wilcox 2001). EHV-5
wurde in dieser Studie mittels multiplex PCR (mP@R$ Nasentupfern und PBMC isoliert
(Wilcox 2001). Die Pravalenz des EHV-5 in einer (gya von jungen Rennpferden wurde auf
64 % (30/47)geschatzt, wobei man das Virus aus mMiagtern mittels EHV-5 spezifischer
PCR detektiert hat (Bell, Balasuriya et al. 2008jiederholt konnte EHV-5 in klinisch
gesunden Pferden detektiert werden (Reubel, Crala. 4995), (Dunowska, Meers et al.
1999), (Nordengrahn, Merza et al. 2002). In eifduellen Studie wurde EHV-5 aus PBL
von gesunden Wallachen mittels spezifischer VirGRRletektiert.

Die Pathogenese des EHV-5 ist so gut wie nicht reecfd. Infektionen mit
Gammaherpesviren sind nicht absolut pathogen uriektlonen mit EHV-5 verlaufen
klinisch minimal oder inapparent (Studdert, Turaeal. 1970), (Turner und Studdert 1970),
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(Kemeny und Pearson 1970), (Harden, Bagust e©a@l)1 (Murray, Eichorn et al. 1996). Es
ware anzunehmen, dass das Virus einen ahnlichektiomsweg nimmt, wie das EHV-2. Die
Beteiligung des Virus an respiratorischen Erkraggamwird noch diskutiert und kann nicht
immer nachgewiesen werden (Dunowska, Meers et989)1 Somit lasst es sich auch nur
vermuten, dass das EHV-5 Uber den Respirationstnaien Organismus gelangt, sich im
respiratorischen Epithel vermehrt, Gber die Blute uymphbahn im Organismus verteilt und
sich eventuell Uber Endothelzellen oder dendrigs@ellen im Auge manifestiert. Auch
Kridewagen halt eine Beteiligung von EHV-5 an ophtiologischen Erkrankungen fur
mdglich. In einer Studie wurden augenkranke undeaggsunde Tiere mittels nPCR auf
EHV-5 untersucht. Bei 28,6 % der 14 Pferde, weldme Keratokonjunktivitis oder
Konjunktivitis erkrankt waren und bei 41,7 % dergangesunden Tiere konnte EHV-5
nachgewiesen werden (Kriidewagen, 2001). Fetsch BiB&5 haufiger bei augenkranken
(25 %) als bei augensunden (20 %) Pferden nachsdfreR007). Somit kdnnte eine
atiopathologische Beteiligung an diesem Krankhedsbehen angenommen werden, ein
Beweis liegt derzeit noch nicht vor. In einer amteiStudie liel? sich EHV-5 signifikant
haufiger (p < 0,5) in gesunden Augen nachweisenbai Viruskeratitiden. Weiterhin wurde
gezeigt, dass EHV-5 sich in Konjunktivaltupfernrsfikant (p < 0,01) haufiger detektierten
lie, als in Korneatupfern (Besthorn, 2002). An d&rbreitung von EHV-5 und der

Bedeutung bei respiratorischen und ophthalmologisd&rkrankungen wird geforscht.

Zelltropismus und Latenz

Im Jahre 1995 wurde die Latenz von EHV-5 in PBM@earommen (Reubel, Crabb et al.
1995). Spater wurden latente EHV-5-Infektionen 8u% in PBMC in sechs Monate alten
Fohlen mittels Co-Kultivation und virusspezifische€CR detektiert (Bell, Balasuriya et al.
2006). Die Resultate einer anderen Studie, in derkohlen und Jahrlingen tber drei Jahre
lang in verschiedenen Abstanden Nasentupfer unts@&wm als Probenmaterial genommen
wurden, lieBen die Autoren zu dem Schluss kommass &EHV-5 in jungen Pferden Uber
mehrere Monate persistiert (Wilcox 2001). Von vhisdenen Gammaherpesviren ist
bekannt, dass sie verschiedene Zelltypen als Latenz besitzen. Das murine
Gammaherpesvirus ist latent in B-Lymphozyten, Mpkemgen und dendritischen Zellen
(Sunil-Chundra, Efstathiou et al. 1992), (Kuppefi03®), (Steed, Buch et al. 2007). Als
Latenzorte fur das HCMV sind unter anderem myeldddauferzellen, glatte Muskelzellen
und Endothelzellen genannt (Jarvis und Nelson 200v¥)den vorangegangenen Studien

fokussierte man vor allem die glatten Muskelzeliled die myeloiden Vorlauferzellen (Jarvis
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und Nelson 2002), (Vossen, van Dam-Mieras et al96)9 Uber den Zell-und

Gewebetropismus von EHV-5 ist wenig bekannt. Wierolerwahnt, wurde das Virus vor
allem in respiratorischen (Dunowska, Meers et &99), ophthalmologischen Geweben
(Kridewagen, 2001) und in PBMC nachgewiesen (Baog;hErodlich et al. 1999), (Bell,

Balasuriya et al. 2006).

Die Rolle von viralen Co-Faktoren auf das EHV-5

Das Vorkommen von EHV-5 mit anderen Equinen Herpesvwurde bis dato nur in
einzelnen Fallen untersucht. Borchers formulier®®9l eine mdgliche Reaktivierung von
EHV-1 und EHV-4 durch EHV-2 und EHV-5 (Borchers,6kch et al. 1999). Welch
vermutete, dass nur EHV-2 eine Rolle bei der Remting des latenten EHV-1 und des
EHV-4 spielt (Welch, Bridges et al. 1992). Das gammame Vorkommen von EHV-2 und
EHV-5 hat Dunowska 1999 in einer Studie nachgewiefdie meisten (36/38) der 114
untersuchten Fohlen und adulten Pferden waren h-E und EHV-5 infiziert (Dunowska,
Meers et al. 1999). In einer anderen Studie, diBagern durchgefuhrt wurde, lieen sich
EHV-2 und EHV-5 haufiger in gesunden als in pathdoh veranderten Augen mittels
virusspezifischer PCR nachweisen: bei 16 von 18®ranchten Augen augenkranker und

augengesunder Pferde kam EHV-2 und EHV-5 gemeinsaurtBesthorn, 2002).

Im zweiten Teil der Literaturrecherche soll erdrteerden ob Impfungen mit Resequin NN
Plus® gegen EHV-1, EHV-4 und EIV Typ A und Behandlungeit dem Immunmodulator

Zylexis® einen Einfluss auf die Prasenz des EHV-5 haben.

1.4 Impfung mit Resequin NN Pfusnd Behandlung mit dem Immunmodulator Zyfexis

Impfstoff Resequin NN PI{s

Bei der aktiven Immunisierung wird der Impfling teis Einfach- oder Mehrfachimpfstoffe
selbst veranlasst, spezifische Serum-Antikbrpemmale Immunantwort), Immunzellen
(zellulare Immunantwort) oder Memoryzellen gegere dm Impfstoff enthaltenden

vermehrungsfahigen Antigene zu bilden (Rolle 20@@xzeit gibt es keinen Impfstoff gegen
EHV-2 und/ oder EHV-5, aber durchaus Stallvakzimé, denen erfolgreich gegen andere
Equine Herpesviren geimpft wird. Bei Resequin NNusPP handelt es sich um eine
inaktivierte Kombinationsvakzine, die gegen das EHV4 und das Equine Influenzavirus A

bei Pferden angewandt wird. Der Impfstoff enthatikitiviertes Equines Herpesvirus Typ 1,
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Stamm RAC- H; inaktiviertes Equines Herpesvirus RyiBtamm 2252, inaktivierte Equine
Influenzavirus-Antigene der Stamme Alequi 1/ Pré&g#l, A/ equi 2/ Newmarket/1/93
(Amerikanischer Typ), A/ equi 2/ Newmarket/ 2/ Bufopéaischer Typ) und zusatzlich ein
Adjuvans, welches die immunisierende Eigenschaftidaktivierten Keime fordert. Eine
Impfprophylaxe gegen das Equine Herpesvirus Typnd Tiyp 4 und gegen das Equine
Influenza A Virus kann nur erfolgreich durchgefitwerden, wenn alle Pferde im Bestand in
regelmaligen Abstanden geimpft werden. Durch diésa3nahme kann man den
Infektionsdruck verringern, da geimpfte Pferde vmtigeh weniger Virus ausscheiden. Somit
verringert sich gleichsam die Gefahr einer Erkramgkudie mit klinischen Symptomen
einhergeht und in den meisten Fallen medikamenbelhandelt werden muss. Die
Impfprophylaxe sollte durch MalRnahmen zur Stressm@ion unterstutzt werden, da
Impfungen fur Pferde immer mit Stress verbunded simd gerade durch Stress latente Viren
wie EHV-2 oder EHV-5 reaktiviert werden konnen. ke Impfprophylaxe sollte folgendes

Impfschema (Tabelle 2) verwendet werden.

Tabelle 2: Impfschema
Art der Immunisierung ‘ Zeitraum der Immunisierung ‘

Grundimmunisierung Erste Impfung: 3- 6 Lebensmonat

Zweite Impfung: 1-2 Monate nach Erstimpfung

Dritte Impfung: 4-6 Monate nach Zweitimpfung

Wiederholungsimmnunisierung  Alle 6 Monate

Bei tragenden Stuten wird eine Immunisierung imftém siebten und neunten Monat nach

Trachtigkeit empfohlen. Voraussetzung ist einelgréache Grundimmunisierung.

Immunmodulator Zylexi3

Als Immunmodulation wird einer Veranderung der Inmanmtwort durch verschiedene
Substanzen definiert (Engst 2002). Die Veranderkapn positiv, im Sinne einer
Immunstimulation oder negativ, im Sinne einer Imswppression, ausfallen (Mulcahy und
Quinn 1986). Die Einteilung der Immunmodulatorefolgt entsprechend ihrer Herkunft.
Dabei unterscheidet man korpereigene, synthetiquitenzliche, tierische und mikrobielle
Immunmodulatoren. Zylexi§, friher Baypamuné, ist ein Immunmodulator fiir Hunde,
Katzen, Pferde, Rinder und Schweine. Er enthalt Zibarwiegenden Teil inaktiviertes
Parapox ovis Stamm D 1701 und ein Adjuvans. Ertdien Unterstitzung der Vorbeugung
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und Behandlung von infektiosen und stressbedinBr&nankungen durch eine Stimulierung
der Proliferation von Lymphozyten in Hund, Kat®ferd, Rind und Schwein sowie der
Induktion von antiviralen Interferonen und Intekénen (z.B. IL-6; IL-12; TNFe). In
Rindern und Pferden konnten durch ZyleRiklinische Symptome einer respiratorischen
Erkrankung signifikant gegentiber der Kontrollgruppeduziert werden (Ziebell, Kretzdorn et
al. 1997). Beim Pferd (Lindner, von Wittke et a89B), Hund und Rind konnten ,Crowding-
assoziierte* respiratorische Erkrankungen ebentalleh diesen Immunmodulator verringert
werden. In einer anderen Studie wurde die Wirksamken Zylexis® im Rahmen der
Prophylaxe von Lungenabzessen bei Fohlen untershibt erhielten 45 Fohlen Zylefis
subkutan und 45 Fohlen den Immunmodulator intrdn&sae Kontrollgruppe aus 44 Fohlen
wurde zum Vergleich herangezogen. In diesem Fatinte kein signifikanter Unterschied
zwischen den Testgruppen und der KontrollgruppBenug auf die Erkrankung festgestellt
werden. Es konnte keine protektive und immunstieraihde Wirkung formuliert werden
(Baumann 2006). AbschlieBend kann man sagen, deiss Wirkungsmechanismus von
Zylexis ® die Aktivierung von Zytokinen eine wichtige RoBpielt. Dabei sind besonders die
Bedeutung von IFN und die antivirale Aktivitat von IFiNhervorzuheben (Weber, Siegling
et al. 2003). Die Behandlung mit Zyleki&onnte moglicherweise einen positiven Einfluss
auf eine EHV-5 -Infektion haben, in dem es vor dieschitzt. Kombiniert mit einer
Impfung, wie mit Resequin NN PIfikonnte dieser positive Einfluss noch verstarktdeer
Es ist aber auch genauso gut moglich, dass dieriBéiey mit Resequin NN Plfisund

Zylexis® zu einer Reaktivierung des EHV-5 fiihren kénnte.
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2. Zielsetzung der Dissertation

Die Verbreitung von EHV-5, die Bedeutung des Virusei respiratorischen,
ophthalmologischen und unspezifischen Erkrankunged die Bedeutung viraler Co-
Faktoren sowie der Einfluss von Impfung und Immudmiator auf die PrAsenz des Equinen
Herpes Virus Typ 5 sollten im ersten Teil der Ditsgon erdrtert werden. Der zweite Teil
dieser wissenschaftlichen Arbeit beschaftigte sitthdem Gewebe- und Zelltropismus von
EHV-5 am Auge und in PBMC.

Mit dem Thema der Verbreitung von EHV-5 solltergiede Fragen erértert werden:

1. Kommt EHV-5 in Deutschland vor?
2. Wie haufig kommt es vor?
3. Kann man EHV-5 mittels nPCR in PBMC, AugentupferduNasentupferproben

nachweisen?

Zusatzlich wurde nach der Beteiligung des EHV-5uaeschiedenen Erkrankungen gefragt:

4. Spielt EHV-5 eine Rolle bei respiratorischen, opltiologischen und unspezifischen

Symptomen?

Um diese Fragestellungen zu erértern, wurden Pfelele Untersuchungsgruppe 1 mit
Ausnahme der Gruppe P teilweise durch mich perddnteilweise durch externe Tierarzte
im Rahmen der Diagnostikeinsendungen des virolbgisc Institutes an der Freien
Universitat Berlin beprobt. Bei den Proben handedte sich um PBMC, Augen- und
Nasentupfer. Diese Proben wurden nun per nPCRIdaUfZund EHV-5 untersucht.

Der letzte Fragenkomplex des ersten Teils der Admdit ndher auf virale Doppelinfektionen
und die Behandlung mit dem Impfstoff Resequin NNisPlund dem Immunmodulator

Zylexis® ein:

5. Haben Impfungen und Immunmodulatoren (Resequin NN*Rund Zylexi§) einen
Einfluss auf die Préasenz des EHV-5?
6. Kommen Doppelinfektionen mit EHV-1,-2,-4 und dem\&H vor?
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Um die Wirkung von Zylexi8 auf EHV-5 zu erdrtern wurden Blutproben von Pferdier
Gruppe A genommen. Es wurden PBMC-Proben von 18d&feper nPCR auf EHV-5
untersucht. Nach vier Wochen wurden dieselben ¥defunter denselben Bedingungen
erneut beprobt. Zu dem Zeitpunkt der zweiten Bepngbwaren die Tiere dreimal mit
Zylexis® und einmal mit Resequin NN Pfubehandelt worden.

Die Fragestellung ob Doppelinfektionen mit dem EBVWand den EHV-1,-2 und -4
vorkommen, wurde wie folgt methodisch erdrtert. BétV-2- und 5-Nachweis von Pferden
der Untersuchungsgruppe 1, mit Ausnahme der Grupperfolgte mittels nPCR. Die

Detektion von EHV-1 und 4 wurde serologisch mittétaund IFT untersucht.

Der zweite Teil der Dissertation beschaftigte sicih dem Zell- und Gewebetropismus von
EHV-5 im Auge und in PBMC. Dafur wurdenpost-mortem Gewebe der
Untersuchungsgruppe 2 und PBMC der Gruppe P audJdwmrsuchungsgruppe 1 mittels
NPCR und danach mittels-situ-Hybridisierung auf EHV-5 untersucht. Hierbei seifit
folgende Fragen erértert werden:

1. Kann EHV-5 mittelsin-situ-Hybridisierung in Konjunktiven und in PBMC detedti
werden?
2. In welchen Zellen kann EHV-5 mittels der Methoder in-situ-Hybridisierung

nachgewiesen werden?
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3. Material- und Methodenteil

3.1 Materialnachweis

3.1.1 Chemikalien-, Gebrauchsmaterialien- und Geratenashw

3.1.1.1 Chemikaliennachweis

Assistent, Sondheim: Histokit

BDM Laboratory Supplies, Poole (UK):  Carboxymetigllulose- Natriumsalz

Biochrom AG, Berlin: Bicoll Separating SolutidDichte: 1,077,
Ficoll 400,
Foetal Calf Serum (FCS)
Bioline GmbH, Luckenwalde: dNTP,
Hyperladder | (100 lanes)
Bio mol, Hamburg: Albumin Bovine Fraction V
Boehringer, Mannheim: Klenow Enzym
DAKO, Glostrop Konjugat Anti DIG/AP
Dianova, Hamburg: Ziege-Anti-Pferd-1gG (H+L)TR2- Konjugat
Difco, Michigan (USA): Trypsin
Invitek, Berlin: RTP DNA/ RNA-Virus Mini Kit
Kodak- Pathe, Stuttgart: Fotolflo- Netzmittel

Life Technologies (Gibco- BRL), Gaithersburg (USA&agle’s minimum essential medium
Dulbeccos’s modification (EDM),
Ethidiumbromid

Merck, Darmstadt: Chemikalien, ohne weiteremnverk
Promega GmbH, Mannheim: nukleasefreies Wassel 25m
Qiagen GmbH, Hilden: 10x PCR- Puffer (enthaltd® MgCl,),

Taq DNA Polymerase (5 Einheiten/ pl)

Roche Diagnostics, Mannheim: Proteinase K, DNA#&auUngs- und
Detektionskit
Roth GmbH + Co., Karlsruhe: Agarose,

Giemsalosung,
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Sigma - Aldrich, Inc., St. Louis (USA):

3.1.1.2 Geratenachweis

Assistent, Sondheim:

Beckmann, Mlnchen:

Bio- med GmbH, Oberschlei3heim:
Biometra, Gottingen:

Carl Zeiss, Oberkochen:

Eppendorf, Wesseling- Berzdorf:

Heraeus Christ, Osterode:

Kendo Laboratory Products, Wien (A):
Martin, Gebrider Martin, Tuttlingen:
Memmert, Schwabach:

Ole Dich, Hvidore (DE):

Omni Gene, Cambridge (USA):
Olympus, Hamburg:

Sodium-Dodecylsulfat (SDS)
Ethylendiatetraacetat (EDTA)-Dinatriumsalz

Dihydrat,

Penicillin G,

Mineraldl fur PCR,

Streptomycinsulfat

Neubauer Zahlkammer
L8-70 M Ultrazentrifuge, RdBaV 32 Ti
Thermocycler 60
FLX- 20M (Transluminator)
Axiovert 100 (Fluoregmaikroskop)
Eppendorfpipeti#mtrifuge 5403,
Thermocycler 5436
begasbarer Feuchtbhratsk,
Biofuge A,
Minifuge 2
Clean Airdi@bank)
Einmalskaeell
Inkubator
Micro Zentrifuge 154
Hybai limited (PCRecter)
Lichtmikroskop, Model: CK2

Polaroid Film 667 Black & White Polaroid, Offenbaétolaroid, Camera CU-5-88-46,

Pharmacia, Freiburg:

Power Supply

Shandon Cytospin 3, Frankfurt am Main:  Zytozengéu

Shimadzu, Kyoto (Japan):
Stratagene, Amsterdam (NL):

3.1.1.3 Gebrauchsmaterialiennachweis

Flexam, Miinchen:
Braun, Melsungen:

Marabu, Tamm:

UV-1202 (Photometer)

horizontale Gelkammer

Latex- Einmalhandschuhe
Einmalinjektionskanule

Fixo Gum, Kleber
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Nunc Brund Products, Denmark: Kunstofftrichter,diaCoverslips
Ratiomed, Stuttgart: Einmalskapellklingen

Roth GmbH + Co., Karlsruhe: MuftiReaktionsgefaRe, 1,7 ml & 0,65 ml
Kodak, Stuttgart: Kodak Color 400, 36 er Film

Sorenson Bio Science, Inc., Salt Lake City (USApIGuard- Tips, RNase-/ DNase- free
5-10 pl, 1-200 pl, 100- 1000 pl

Shandon Cytoslide, Chestire: Objekttrager
Shandon, Frankfurt am Main: Filterpapier
TPP Tissue culture, Trasadingen (CH): sterilastikeinmalmaterial

(Zentrifugenréhrchen, Zellkulturplatten)

3.1.2 Primernachweis
Im Folgenden wird die Herkunft der benutzten Pritaéellarisch (Tabelle 3, Tabelle 4)
dargestellt. Die in Tabelle 3 verwendeten Primdrimmen Sequenzen entstammten dem

Institut fur Virologie und wurden dort erfolgreicferwendet.

Tabelle 3: Primersequenzen und ,Annealing”“- Temipeesn der zum Nachweis von Beta-

Aktin verwendeten Polymerase-Kettenreaktionen

Primer Sequenz Temperatur = Fragmentgrolie

A S5-GTGTGGTGCCAAATCTTCTTC-3" | 56° 248 bp
B 5-GCGCTCGTCGTCGACAACGG-3'| 56° 248 bp
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Tabelle 4: Primersequenzen und ,Annealing“-Tempeeat der zum Nachweis des gB-Gens
EHV-2 (Borchers et al., 2006) und zum Nachweis gesGens EHV- 5 (Agius et al., 1994)
optimiert fir einen MWG- Heizblockcycler durch (Bbers et al., 1999)

Herpes Pri- | Sequenz Temp. Position Fragment-
-virus  mer grél3e
EHV- |1 5-ATCAACCCCACCAGCGTCAT- 3" 50° 33677 1. Runde
2 948 bp
EHV- |2 5-TTTTACTTCTTCCTCTCGTC- 3 50° 34605 1. Runds
2 948 bp

EHV- |3 5-CCCAGGAACGAGATTGTGCT- 3° 50° 33899 2. Runde

2 512 bp
EHV- |4 5 -GCTATGATGAGGACTATGAG-3° | 50° | 34391 | 2. Runde
2 512 bp
EHV- |1 5- CAGACTATGGTGTGGGG- 3° 60° | 897-913 1.Rundé
5 1328 bp
EHV- |2 5- GCTGGCCACGTTCACTA- 3° 60° | 2208- | 1. Runde

5 2224 | 1328 bp

EHV- |3 5-GGACCAAGAGAGCGTGTTTGT-3’ 66° 1681- | 2. Runde

5 1702 492 bp
EHV- |4 5-TCCCCCAAGAACTGGATAAAGC- 3’| 66° 2172- | 2. Runde
5 2151 492 bp

3.1.3 Viren und Zellen

Die von PD Dr. K. Borchers (FU, Berlin) zur Verfingigestellten Referenzstamme,

die in dieser Arbeit benutzt wurden, sind in Tabé&lldargestellt.

Es wurden fur EHV-1: A IV, fur EHV-2: T 400, fur BH4: T 252 und flr EHV-5: P 48 als

Referenzstamme verwendet.
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Fur die Vermehrung von EHV-1, 2, 4 und -5 wurdemiiBg Dermalzellen (ED),

fur EHV-5 wurden zusatzlich Nierenzellen von Kariaen (RK, rabbit kidney) verwendet.

Tabelle 5: Verwendete Viren

Herpesviru% Isolat ‘ Herkunft Referenz

EHV-1 AlV Fohlen, Abort Chowdhury et al., 1986
EHV-2 T400 Fohlen, untere Atemwege Thein et HBTA
EHV-4 KT- 4 | Pferd, Nasentupfer Borchers et al.,200
EHV-5 P 48 Przewalski- Pferd, PBMC Borchers etE)99a

3.1.3.1 Zellkulturen

Material, LOsungen, Reagenzien:

Nahrmedium: Eagle’s Minimum essential Medium, Dellies’s modification (EDM)
EDM-Pulver fur 10 |

NaHCG; 370 g

Penicillin G 02 ¢

Streptomycinsulfat 02 g
Aqua bidest. Ad 10 |

PH 7,2

Phosphat Buffered Saline (PBS)

NacCl 137,0 mM (8,0 g)
KCL 2,7 mM (0,20 g)
NapPOy x 2 H,O 8,0 mM(1,4209)
KH2 POy 1,8 mM (0,24 g)
Aqua bidest. Ad 10|

PH 7,4

Trypsinlésung (0,25 %)

Trypsin 250
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-

Dinatriumsalz Dihydrat 2,0 mM (0,744 g)
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PBS ad 1,01

Fotales Kalberserum (Foetal Calf Serum, FCS)

Alle verwendeten Zelllinien wurden in Plastikpethslen (TPP, Tissue culture, Schweiz) mit
EDM versetzt und unter Zusatz von 5 % FCS in besyasbFeuchtbrutschranken bei 37°C
und 5 %CQ inkubiert. Fur die Passagierung der Zellen wurde DM abpipettiert und die
Zellen fur 1 Minute mit Trypsin Gberschichtet. DBypsin wurde entfernt und die Zellen fur
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdech siie Zell-Zell-Verbindungen durch
Zugabe des Trypsins gel6st hatten, konnten sigsgchies Nahrmedium aufgenommen und in
einer neuen Plastikzellkulturschale ausgesat wer@ée dabei permanent genutzte ED-

Zelllinie stammte aus der Institutssammlung (sig@lie3).

3.1.3.2 Passagierung von ED- Zellen

Material, L6sungen, Reagenzien:
EDM-Medium/5 % FCS

Trypsinlosung (0,25 %, 2,5 g Trypsin auf 1 | PBS)
ED- Zellen

In der Zellkulturschale (TPP, Tissue culture, Saayvevurde begutachtet, ob die ED-Zellen
einen konfluenten Zellrasen bildeten und sterilemaDann wurde das Nahrmedium aus der
Petrischale abgenommen und sofort Trypsin dazutmpe um die toten Zellen zu l6sen. Das
Trypsin wurde sofort wieder abgenommen. Im Anschlnahm man die vom Boden der
Zellkulturschale gelosten Zellen in EDM-Medium/5 P&ES auf und passagierte sie im
Verhaltnis 1:5. Dann pipettierte man pro Zellkutitmale 10 ml Nahrmedium dazu. Die
Zellkulturschale wurde im Brutschrank bei 37°C uélo CQ gelagert, maximal zwei Tage

inkubiert und bei Bedarf verwendet. Die nicht vemdeten ED-Zellen wurden verworfen.

3.1.3.3 Virusvermehrung

Material, L6sungen, Reagenzien:
EDM/5% FCS, PBS, Trypsinldésung (0,25 %)

Es wurden ED-Zellen in Kulturmedium (EDM/5 % FC9) @iner Zellkulturschale (TPP,
Tissue culture, Schweiz) ausgesét und fir 24 Stuhée 37°C in einem Feuchtbrutschrank

inkubiert, bis sich ein semikonfluenter Zellrasdiddte.
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Nun wurde das EDM/5 % FCS entfernt, der Zellraseneaimer auf 0,1 MOI eingestellten
Virussuspension infiziert und diese durch vorsgpgi Schwenken gleichméaRig auf die Zellen
verteilt. Damit die Viren an den Zellrasen adsarmekonnten und sich cytopathische Effekte
(cpE) bildeten, wurde einsttindig bei 37°C im Febalischrank inkubiert. Danach wurde die
Uberschussige Virussuspension durch das HinzugeberPBS auf den Zellrasen entfernt
und frisches EDM/5 % FCS dazugegeben. Nach jeveeilsTagen wurden die EHV-2,5
infizierten Zellen bis zu dreimal im Verhaltnis luthgesetzt, bei EHV-1,4- infizierten Zellen
reichten 3 Tage Inkubation. Nachdem deutliche arenbar waren, wurde das virushaltige
Medium abpipettiert und zur Entfernung grober Zesiandteile bei 3000 Umdrehungen pro
Minute (U/min) far 10 Minuten zentrifugiert (Minifye 2, Heraeus Christ, Hanau). Der
virushaltige Uberstand wurde anschlieRend in abigefii Portionen bei -70°C in

Eppendorfgefalien bis zum Bedarf eingefroren.

3.1.3.4 Virustitration

Material, LOsungen, Reagenzien:

Carboxymethylcellulose- Overlay medium (CMC)

Carboxymethylcellulose- Natriumsalz 8,09
EDM 500,0 ml
FCS 10,0 ml

4 % (v/v) Formalinlésung in PBS

Formalin (37 %) 10,8 ml
PBS ad 100,0 mi

FCS, EDM, Giemsaldsung

Die Virussuspension wurde logarithmisch zur Ba€isrilEDM/5 %FCS verdinnt. Danach
wurde je 200 pl der Verdiinnungsstufen in jeweilgizkavitaten einer 24-Lochplatte (TPP,
Tissue culture, Schweiz) pipettiert. Pro Kavitatrden nun 5x19 permissive ED-Zellen in

EDM/5 %FCS hinzu pipettiert und die 24-LochplattefFeuchtbrutschrank bei 37°C und 5 %
CO; inkubiert. Um eine Virusausbreitung von Zelle zall& zu gewahrleisten und einer
extrazellularen Virusausbreitung vorzubeugen, wuleleZellrasen mit 400ul CMC Overlay
medium Uberschichtet. Die 24-Lochplatte wurde nis1Zum Ausbilden virusspezifischer
Plaques (cpE), bei 37°C und 5 % £@ Feuchtbrutschrank inkubiert. Zur Darstellungeei

der Zellrasen zunadchst mit 4 % Formalin/PBS furMi@uten fixiert und anschlielend mit

Giemsa fir 15 Minuten gefarbt. Fur die Virustitestimmung zéhlte man die cytopathischen
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Effekte unter einem Lichtmikroskop (ICM 405, Carigs, Oberkochen) aus und gab sie in

Plaque-bildenden Einheiten (Plaque forming uni&JPpro ml an.

3.1.4 Untersuchungsgruppen

In der vorliegenden Dissertation wurden Studiemattiirlich infizierten Pferden und gost-
mortem Geweben von Pferden durchgefuhrt. Die Gruppe @eirlich infizierten Pferde
bildete die Gruppe 1 und beinhaltete Untergrupde Die Gruppe der klinisch gesunden
Pferde und die Untergruppe 1.2: Die Gruppe deriddim kranken Pferde. Die Gruppe 2
lieferte Daten zyost-mortenmGewebeproben von Pferden.

Die Tabelle 6 liefert eine Ubersicht tiber die vaisdenen Pferdeproben, die untersucht

wurden.

Tabelle 6: Ubersicht iber die Einteilung der untergen Pferdeproben von natirlich

infizierten Pferden ungdost-mortenGeweben von Pferden

Gruppe 1: Natirlich infizierte Pferde

1.1: Gruppe der klinisch gesunden Pferde
Al- A18

1.2: Gruppe der klinisch kranken Pferde
D1- D107

P1- P5

Gruppe 2: post-mortem Gewebe von Pferden
El- E14
F1- F10

Die Gruppe 1 setzte sich aus natirlich infizierlierden zusammen. Als gesund galten
Tiere, bei denen in der Anamnese keine Angaberliganaeinen oder ophthalmologischen
Erkrankungen gemacht wurden. Die Untergruppe 1lthénGruppe A (Al- A18), welche
Blutproben von Pferden des Zuchtbetriebes Pausihaket. Die 18 Warmblutpferde waren
im Durchschnitt 11 Jahre alt und wurden zweimalAbstand von 4 Wochen beprobt. Zum
ersten Termin waren die Pferde weder geimpft, nmihdem Immunmodulator Zylexis
behandelt worden. Zum zweiten Termin waren dieeRtgn einmal mit Resequinimpfstoff
NN Plu$® und dreimal mit Zylexi behandelt worden. Diese Patienten zeigten keine
Augenerkrankungen. Die Untergruppe 1.2. beinhdMsten der klinisch erkrankten Pferde.

Dabei handelte es sich Uberwiegend um Warmblutpferd einem Durchschnittsalter von 11
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Jahren. Bei der Gruppe D (D1-D107) handelt es sithBlut- und Tupferproben die zur
Diagnostik aus verschiedenen Gebieten Deutschliandias Institut der Virologie eingesandt
wurden und von Pferden mit respiratorischen, ophtbebgischen und unspezifischen
Symptomen stammten. Diese Blut- und Tupferproberdem serologisch auf EHV-1,-2 und -
4 und molekularbiologisch auf EHV-2 und -5 untetgu®ie Gruppe P (P1-P5) beinhaltet
PBMC, die durch Zytozentrifugation auf beschicht®giekttrager aufgebracht wurden und
im Rahmen dem-situ-Hybridisierung auf EHV-5 untersucht wurden. Didigdaverwendeten
Blutproben stammten von Pferden mit ophthalmoldgsc Symptomen aus der Tierklinik
Aggertal, Tierklinik Hochmoor und aus der Pferdeidi Seeburg und gehdren zu der
Diagnostiksammlung des Institutes fir Virologie.eDiweite Gruppe setzt sich apest-
mortemGewebeproben von insgesamt 21 Pferden zusammeheumigialtet Gruppe E bis F.
Bei Gruppe E (E1-E14) handelt es sich um Gewebepraes Auges, dipost-mortemvon
14 Pferden von einem privaten Schlachthof in Brabdeg im Rahmen der Dissertation von
Frau Fetsch genommen wurden und in deren Disgertdgr Gruppe S1- S14 (Tabelle 4) zu
entnehmen sind. Es wurden von jedem Pferd an béidgen Cornea, Konjunktiven, Retina,
Nervus opticus und Tranendrise molekularbiologaahEHV-2 und -5 untersucht. All diese
Pferden zeigten keinerlei Krankheitsanzeichen ungrden daher fir schlachttauglich
befunden (Dissertation A. Fetsch, Kapitel 3.2.3)ie BGruppe F (F1-F10) beinhaltet
histologische Schnitte von insgesamt 6 Pferdenjrddaer Arbeitsgruppe Virologie unter der
Leitung von Frau PD Dr. K. Borchers, in Zusammeadrmit dem Institut fir Pathologie an
der Freien Universitat Berlin angefertigt wurdenduRrau Dr.A. Fetsch, Frau Dr. U.
Wolfinger und Herrn Dr. M. Ebert im Rahmen deresg$girtationen zur Verfigung gestellt
wurden. Diese Paraffinschnitte wurden durch die Hdde derin-situ-Hybridisierung auf
EHV-5 untersucht wurden. Alle sieben Paraffinsdenivurden anhand ihrer im Vorfeld
gestesteten EHV-2/EHV-5-nPCR-Ergebnisse ausgewdhdin wahlte sowohl EHV-2/-5

positive und negative Paraffinschnitte aus, um Yégcgskontrollen zu erlangen.
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3.2 Methoden

3.2.1 Serologische Tests

Um Antikorpertiter in EDTA -oder Citratblut ermitte zu konnen, wurden der
Neutralisationstest (Nt) und der indirekte Immunofieszenztest (IFT) angewandt. Der
Neutralisationstest weist neutralisierende Antileirpnach, die das spezifische Virus
neutralisieren, wahrend durch den Immunfluoresastzauch andere Antikorper, wie

Antikdrper mit bekannter Spezifitdt, nachgewiesamnden kénnen.

3.2.1.1 Neutralisationstest (Nt)
Material, L6sungen, Reagenzien:
Virusstamm: EHV-2, T400, ED, Titer: 6x1@ellen/ml
EHV-5, p 48, RK 13, Titer: 5xfaellen/ml
EHV-2- Positivkontrolle: Referenzserum mit signéikten neutralisierenden AK- Titer,

Name: Pferdepool, Tierklinik Hochmoor; Titer: 1:20

EHV-2- Negativkontrolle: Referenzserum, in dem kemeutralisierenden AK nachgewiesen
wurden; Name: Pferdepool

EDM

EDM/ 5 %FCS - Medium

CMC Overlay medium

3 % Formalin/ PBS

Giemsa fur die Mikroskopie

Das Komplementsystem der zu untersuchenden Sersdeweuvor bei 56°C im Wasserbad
fur 30 Minuten inaktiviert. Von den equinen Serahe zu testen waren, wurde eine
logarithmische Verdinnungsreihe zur Basis 2 etqigtirchers et. al 1997). In jedes Loch der
24-Lochplatte (TPP, Tissue culture, Schweiz) wut@8ul EDM/5 %FCS und in die erste
Reihe zusatzlich 60ul EDM/5 %FCS pipettiert. In dieste Reihe wurden nun 40 pl der
jeweiligen Serumprobe pipettiert. Fir die logarithche Verdinnungsreihe zur Basis 2
wurden 100ul aus der ersten Verdinnungsstufe inwéte Verdinnungsstufe pipettiert, bis
zur Verdinnungsstufe 80. Die 100 ul aus der Verdigsstufe 80 wurden verworfen.
Danach wurde die Virusverdinnung vorbereitet. Mandtigte 100ul Virusverdiinnung pro

Kavitat. So wurde von einer in EDM-Medium auf?18@FU/100 upl/ Loch eingestellte
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Virussuspension erstellt. Aus dieser Virussuspensiarden 100ul in jedes Loch pipettiert.
Die 24-Lochplatte wurde fir 60 Minuten bei 37°C iBrutschrank inkubiert, damit
neutralisierende Antikorper, sofern sie dann vodesnwaren, an das Virus binden und es
neutralisieren konnten. AnschlieRend wurden 8xdquine Dermalzellen in EDM/5 % FCS-
Medium aufgenommen und pro Kavitat dazu pipettieann wurde die 24-Lochplatte erneut
fur 60 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiertuiNpipettierte man 0,4ml CMC-Medium
pro Kavitat hinzu, um den Zellrasen zu fixieren.s8hlie3end wurde die 24-Lochplatte fur
EHV-2 fur 7 Tage bei 37°C im Feuchtbrutschrank €indEHV-5 fiir 10 Tage inkubiert, bis
sich virusspezifische Plaques bildeten. Danach amudie Zellen mit 3 % Formalin fur 20
Minuten fixiert. Nun wurde die 24-Lochplatte mitégansalosung fur 30 Minuten gefarbt und
die neutralisierenden AK-Titer unter dem Lichtmigkop (Olympus, Hamburg/Modell: CK2)
ausgewertet. Als Titer wird diejenige Verdunnungtsudefiniert, bei der mehr als 50 % der
virusspezifischen Plaques reduziert sind. Der @yedséaftige Antikorpertiter lag fur EHV-2/-
5 bei 1:20 und groéRer. Als Kontrollen wurden einellkbntrolle ohne Virus, eine

Viruskontrolle, eine EHV-2 Positivkontrolle und eiitHV-2 Negativkontrolle verwendet.

3.2.1.2 Indirekter Immunfluoreszenztest (IFT)

Material, L6ésungen, Reagenzien;

1x10 ED/ Zellkulturschale (TPP, Tissue culture, Schyw&20x20 mm)

1x 10 RK13/Zellkulturschale (TPP, Tissue culture, Sctaid0x20 mm)
Virusstamm: T400; EHV-2; ED-Zellen, Titer: 6XRFU/mI

Virusstamm: p48; EHV-5; RK13- Zellen; Titer: 5X@&llen/ml

EHV-2 Positivkontrolle: Referenzserum mit einemzafigchen, aussagekraftigen

Antikorpertiter von 1:5120; Name: Pferdepool
Trypsin/ EDTA 0,2 M, 1%
EDM-Medium/ 5 % FCS
3 % Formalin/PBS
1 % Triton/PBS: Triton x-100, 10 ml
PBS Ad1l
1 %PBS/ FCS
FITC
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Eine 96-Loch-Mikrotiterplatte  (Zellkulturplatte derFirma TPP, gammasterilisiert,
zellkulturbehandelt, Durchmesser: 100x20 mm) wuweevendet. Man benétigte A&D
oder RK13( Equine Dermal/ Rabbit Kidney) Zellen.rivder Zellkulturschale wurde das
Medium abgenommen und anschlieRend wurde der geliranit Trypsin versetzt, um die
bereits toten Zellen von dem Zellrasen zu lésers Degypsin, mit den darin enthaltenen
mortalen Zellen wurde sofort wieder abpipettiefin Eolumen von 1 ml Trypsin verweilte
auf der Zellkulturschale und nach etwa 5-10 Mindtete sich der Zellrasen. Nun nahm man
den abgelésten Zellfilm in 10 ml EDM-Medium auf ugab 16 PFU/10ml dazu (100
PFU/Loch). Von dieser Viruszellsuspension gab m@a (il in jede Kavitat der 96-Loch-
Mikrotiterplatte. Die EHV-2/EHV-5 infizierten Zelke wurden nun fir 3 Tage bei 37°C im
Brutschrank inkubiert und danach mit 3 %FormalirdBiert. Die 96-Lochplatte wurde bis
zum Bedarf im Kuhlraum bei 4°C aufbewahrt. Die ERIB-Zellen wurden auf 96-Loch-
Flachbodenplatten ausgeséat und mit EHV-2/EHV-5zieft (Borchers et. al, 1997). Dann
wurden die Zellen im Feuchtbrutschrank bei 37°Cubi&rt. AnschlieRend wurde mit 3
%Formalin/PBS fixiert und die Platten bis zur Vendang im Kuihlraum bei 4°C
aufbewahrt. Um die Zellen fur den IF -Test (Abbibdu6) aufzuschliel3en, dass heil3st um die
Zellmembran fir die Antikdrper permeabel zu machenosste man sie mit 1 %Triton/PBS
Uberschichten, dann fur 30 Minuten inkubieren, @amn verwerfen und nun dreimal mit 1
%PBS/FCS- Losung waschen. Nun wurden eine Verdigsraihe logarithmisch zur Basis 2
hergestellt. Die erste Reihe verdiinnte man im Marisal: 10, hier wurden zu den 90 pl PBS
10 upl der entsprechenden Serumprobe dazu pipettizahn wurden logarithmische
Verdunnungsreihen hergestellt, das heil3t, 50 ptausrsten Verdinnungsstufe in die zweite
geben, bis zur Verdiinnungsstufe 1: 20480. Nun waudalie Mikrotiterplatte pipettiert. Mit
der hoéchsten Verdinnungsstufe beginnend gab maud 86r Verdinnungsreihe auf die 96-
Lochplatte und inkubierte diese fur 60 Minuten imuBchrank bei 37°C. Eventuell
vorhandene Antikorper in der Serumprobe konntemieser Zeit an das Antigen binden.
Dann wurde 3x mit PBS/FCS-Lésung gewaschen. Naah \d&aschen wurden die zweiten
Antikorper (Goat-Anti-Horse FiTC-Konjugat, Diano¥éamburg) in einer Verdinnung von
1:100 in 1 %PBS/ FCS aufgetragen. Die Mikrotitetelavurde nun erneut fur 60 Minuten im
Brutschrank bei 37°C inkubiert um eventuell anidfezierten Zellen gebundene Antigene zu
markieren. Nun wurde mit 1 %PBS/FCS-Ldsung 3x gethvas. In jede Kavitét pipettierte
man nun 100 pl Aqua dest. Mittels Fluoreszenz imoflgsma konnten nun markierte
Antigene, welche an die EHV-2/-5 infizierten ED/RKZellen gebunden hatten, sichtbar

gemacht werden.
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Jetzt konnte man unter dem Fluoreszenzmikroskopof&xt 100, Zeiss) die AK-Titer
bestimmen, in dem man die Verdinnungsstufe ausieeme gerade noch fluoreszierende
Plagues zu sehen waren. Eine Positivkontrolle wurdeer mitgefuhrt. Als auffallig wurde
ein Antikorpertiter von 1:5120 und gro3er im EHXM®IFT angesehen.
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Abbildung 6: Indirekter Immunfluoreszenztest
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/ Zellen (ED/ RK13)
Antigen (EHV-2/-5)

Antikodrper (Serumprobe)
T Antikorper Goat-Anti-Horse FiTC

3.2.2 Bearbeitung von mononuklearen Zellen des periphBhetes (PBMC)

3.2.2.1 Isolierung von equinen PBMC

Material, L6ésungen und Reagenzien:
3-5ml Bicoll (density=1.077) (Biochrom AG)
PBS

In ein steriles 10 ml Zentrifugenréhrchen (TPP,stiss culture, Schweiz) wurden 3-5ml
Bicoll pipettiert. Das EDTA-Blut, 3-5 ml Volumen,wde vorsichtig dartiber geschichtet.
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In ein separates Kontrollrdhrchen, welches als plyozytenkontrolle diente, wurde
ebenfalls 3-5 ml Bicoll pipettiert und dann mit rdeEm PBS aufgeflllt, so dass in beiden
Zentrifugenréhrchen das gleiche Volumen vorhandan(@orchers et. al, 1997). Nun wurde
15 Minuten, bei 1900U/min und 4°C zentrifugiert (Bleus, Christ, Minifuge 2). Der Buffy
Coat stellte sich nach der Zentrifugation als sdbpizeige Bande dar. Oberhalb dieser Bande
stellt sich das Plasma gelblich dar, welches mieriPasteurpipette kreisend abgetragen
wurde. Nun wurden die Lymphozyten und Monozyten eniier Pasteurpipette kreisend und
grof3ziigig abgesaugt und in ein steriles Zentrifugfgichen tGberflhrt. AnschlieRend wurden
die PBMC mit 10 ml sterilem PBS gewaschen. Ein sesteriles Kontrollréhrchen fir die
Lymphozytenkontrolle wurde auf 10 ml mit sterilenB$® aufgeflllt. Nun wurde fir 5
Minuten bei 1000U/min und 4°C zentrifugiert (HeragChrist, Minifuge 2). Der Uberstand
wurde dekantiert und das PBMC-Pellet in 1 ml stenilPBS aufgenommen und in ein
Eppendorfgefald Gberfuhrt. Mit der Lymphozytenkoléravurde in gleicher Weise verfahren.
Nun wurde bei 13 000U/min fur 1 Minute zentrifugigiEppendorf Zentrifuge). Der
Uberstand wurde verworfen und die PBMC und die Ligogytenkontrolle bei -20°C bis zur

weiteren Verwendung im Gefrierschrank eingefroren.

3.2.2.2 Zellzahlung

Material, LOsungen, Reagenzien:

Neubauer- Zédhlkammer (Assistant, Sondheim)

Zur Zaéhlung der PBMC wurde eine Neubauer-Zahlkamni@ssistent, Sondheim),
(Abbildung 7) benutzt (Kershaw, von Oppen et aDD0Die Zahlung der PBMC erfolgte fir
PCR- Zwecke, um eine gleiche Konzentration vonetelu gewahrleisten. Der optisch plane
Boden der Zahlkammer ist mit einem rechtwinkligeithlbetz versehen, das aus Linien in
definierten Abstanden besteht. Mittels Aufbringemses optisch geschliffenen Deckglases
und durch das Anfeuchten der Zahlkammer wurde der Bodenflaiche ein Raum
abgegrenzt, in dem die Partikel mikroskopisch azéigke wurden. Auf beiden Flachen
wurden nun die Newtonsche Ringe sichtbar. Zum Riler Kammer wurde die
Pipettenspitze dicht am Rand des Deckglases schuiigden Boden der Zahlkammer
aufgesetzt und es wurden 5 pl der ‘®BMC/ml PBS-Zellsuspension in die Kammer
pipettiert. Nun zadhlte man je 2 x 16 kleine Quaelrébbildung 8), also vier grol3e
Eckquadrate, aus und teilte diese Anzahl durchnd,einen Mittelwert pro Eckquadrat zu

erhalten. Dieser Wert wurde nun mit 10 multipliziend man erhielt so die PBMC- Zahl pro
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Volumeneinheit. Der Faktor 10 errechnete sich deldudass jedes Eckquadrat eine Flache
von 1 mm aufwies und die Kammerhdhe 0,1mm betrmiSentsprach ein Eckquadrat
einem Volumen von 0,1 pl= 0,1 nim 0,1 mm x 1 mrh Die Zellzahl pro Quadrat teilte man
nun durch das Volumen von 0,1 pl oder multiplizegs mit dessen Kehrwert 10. Bei dieser
Rechnung musste auch die entsprechende Verdindiegnan gemacht hatte, bevor die

Zellen auf die Kammer aufgebracht wurden, berlt¢kgjtwerden.

Abbildung 7: Neubauer Z&hlkammer
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Abbildung 8: Neubauer Zahlkammer, Gruppenquadrate
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3.2.2.3 DNA- Isolierung aus PBMC

Material, LOsungen, Reagenzien:

Proteinase K: Konzentration: 15,1mg/ml = 15/jahg
PH: 7,5; in 10mM Tris- HCL
Verdaupuffer/ Digestpuffer: 2,5ml Twen
1,799 EDTA
30,35 Tris

Aqua bidest. ad 500 ml

Die Durchfiihrung erfolgte unter der Sterilbank (Ken Wien), mit Einmalhandschuhen
(Flexam, Mdinchen), die nach jeder Probenaufarbgituyewechselt wurden. Pro

Reaktionsansatz wurden 2,0- 4,0%b@ononukledre Zellen pro ml an PBMC- Probe, in @ine
steriles Eppendorfgefal’ (2ml) in 200ul Verdauputfiied 8ul Proteinase K (Endkonzentration
120,8ug in 8ul; Roche, Mannheim) aufgenommen (Bans;hWolfinger et al. 1997) . Uber

Nacht wurden die PBMC-Proben im Wasserbad bei 5éifch die Proteinase K verdaut.
Anschlieend wurden die Deckel der Eppendorfgef@Beeiner sterilen Kanile (Braun,

Melsungen) durchstochen und die PBMC-Proben zuktiviarung des Enzyms auf 100°C
fur 10 Minuten erwarmt. Die Bestimmung der DNA-Kentration erfolgte photometrisch

(Shimadzu, UV- 1202, Kyoto).

3.2.3 Bearbeitung von Augen- und Nasentupferproben

3.2.3.1 DNA- Isolierung aus trockenen Tupferproben

Material, LOsungen, Reagenzien:

Proteinase K: Konzentration: 15,1mg/ml = 15/j4hg
PH: 7,5in 10mM Tris- HCL
Verdaupuffer/ Digestpuffer: 2,5 ml Twen 20
1,799 EDTA

30,35 Tris (Trihydroxymethylaminomethan)

Die DNA-Pré&paration erfolgte unter der SterilbaKlerido, Wien) und die Einmalhandschuhe
(Flexam, Minchen) wurden nach jeder Probenaufanhbgigewechselt.
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Die eingesandten trockenen Tupfer wurden in eina@rilen 2ml Eppendorfgefal’ in 50ul
Digestpuffer aufgenommen und ausgedriickt (Kershawale 2001). Danach wurde 2ul

Proteinase K (Endkonzentration 30,2ug in 2ul, Rpdd@nnheim) hinzugegeben. Die
Praparationskontrolle enthielt lediglich 50 pl Dagmuffer und 2 pl Proteinase K und wurde
mitgefuhrt, um eine Kontamination auszuschlieRenie Drupfer-Proben und die

Praparationskontrolle wurden im Wasserbad bei 560€h die Proteinase K Uber Nacht
verdaut. AnschlieRend wurde der Deckel des Eppégeféfies mit einer sterilen Kanule
(Braun, Melsungen) durchstochen und die Tupferprabg Inaktivierung des Enzyms auf
100°C fur 10 Minuten erwarmt. Danach erfolgte di&NAKonzentrationsbestimmung

photometrisch (Shimadzu, UV 1202, Kyoto).

3.2.3.2 DNA- Isolierung aus Tupferproben in Isoliermedium

Material, L6sungen, Reagenzien:

Proteinase K: Konzentration: 15,1mg/ml = 15/jhg
PH: 7,5 in 10mM Tris- HCL
Verdaupuffer/ Digestpuffer: 2,5 ml Twen 20
1,799 EDTA

30,35 Tris (Trihydroxymethylaminomethan)

Die DNA-Pré&paration erfolgte unter der SterilbaKleiido, Wien) und die Einmalhandschuhe
(Flexam, Minchen) wurden nach jeder Probenaufanbgitgewechselt. Die eingesandten
Tupfer wurden im Isoliermedium kraftig ausgescHhtite@usgedrickt und danach verworfen.
Von dem Medium wurden 1,5 ml in ein steriles, besigies Eppendorfgefal? a 2 ml gefullt
und fur 10 Minuten bei 4°C und 10 000U/min in einéfochgeschwindigkeits-
Tischzentrifuge (Ole Dich, Hvidore) zentrifugieRer Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 50ul Digestpuffer und 2ul Proteinake (Endkonzentration 30,2ug in 2ul,
Roche, Mannheim) aufgenommen. Eine Pré&parationsitent mit lediglich 50 pl
Digestpuffer und 2 pl Proteinase K wurde mitgefiintie Tupfer-Proben und die
Praparationskontrolle wurden im Wasserbad bei 560€h die Proteinase K tber Nacht
verdaut. AnschlieBend wurden die Deckel der EppedgdfiRe mit einer sterilen Kantle
(Braun, Melsungen) durchstochen und man erwarnetd dpferproben zur Inaktivierung des
Enzyms auf 100°C fur 10 Minuten. Danach erfolgte BINA- Konzentrationsbestimmung
photometrisch (Shimadzu, UV 1202, Kyoto).
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3.2.4 Bearbeitung vopost-mortenGeweben

3.2.4.1 DNA-Isolierung aupost-mortenGeweben

Material, LOsungen, Reagenzien:

Proteinase K: Konzentration: 15,1mg/ml = 15/jhg
PH: 7,5 in 10mM Tris- HCL
Verdaupuffer/ Digestpuffer: 2,5 ml Twen 20

1,799 EDTA (Sigam)
30,35 Tris (Trihydroxymethylaminomethan)

Die DNA-Praparation von Augengewebe, welches irerei@efriertrune bei -70°C gelagert
wurde, erfolgte unter der Sterilbank (Kendo, Widfg.wurden Eppendorfgefal3e a 2ml mit je
200 pl Digestpuffer und je 8 ul Proteinase K (Enttentration 120,8 pg in 8 ul, Roche,
Mannheim) versetzt (Borchers, Brackmann et al. 200Rie zu untersuchenden
Augengewebeproben, wobei es sich um Cornea, Kotiyark Retina, Nervus opticus und
Tranendrisen handelte, wurden mit sterilen Einnagekklingen (Ratiomed, Stuttgart)
entnommen, auf einer Zellkulturschale (TPP, Tissudture, Schweiz, Durchmesser:
100x200mm) zerkleinert und mit einer sterilen amaschen Pinzette in das Eppendorfgefaf}
gegeben. Die nicht sterilen Einmalhandschuhe (lRhexaMinchen), die sterilen
Einmalskapellklingen (Ratiomed, Stuttgart) und sierilen Zellkulturschalen (TPP, Tissue
culture, Schweiz) wurden fur jedes unterschiedlicGewebe neu verwendet. Ein
Eppendorfgefald diente als Praparationskontrolleamiielt lediglich 50 pl Digestpuffer und
2 ul Proteinase K und wurde mitgefiihrt, um eine tdonnation auszuschlie3en. Die
Augengewebeproben und die Préaparationskontrollelerurm Wasserbad bei 56°C durch die
Proteinase K Uber Nacht verdaut. Anschlielend wudie Deckel der Eppendorfgefal3e mit
einer sterilen Kanule durchgestochen und man erteédine Gewebeproben zur Inaktivierung
des Enzyms auf 100°C fur 10 Minuten. Danach eréotie DNA-Konzentrationsbestimmung
photometrisch (Shimadzu, UV 1202, Kyoto).
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3.2.4.2 DNA-Praparation aus Paraffinschnitten fiir die Ddiibinung der PCR

Material, L6sungen und Reagenzien:

Xylol

Ethanol absolut

Diese Methode der DNA-Praparation aus Paraffingmiwurde von K. Smith und K.

Borchers im Jahr 2001 publiziert und von Frau PD. K Borchers etabliert (Smith und
Borchers 2001). Drei 4 um dicke Schnitte aus Parafbn Konjunktivengewebe wurden
durch 10 minltige Inkubation in Xylol und 2x 5 mtige Inkubation in absolutem Ethanol
entparaffinisiert. Die Gewebeschnitte wurden nunt mukleasefreiem Wasser kurz
angefeuchtet und das Gewebe im Anschluss mit Eskapéllklingen (Ratiomed, Stuttgart)
angeschabt. Das somit von den Objekttragern geKistgunktivengewebe wurde nun in ein
2 ml Eppendorfgefald tberfihrt und zum Verdau m@ i0Digestpuffer und 2 pl Proteinase
K (5 mg/ml, Roche, Mannheim) versetzt. Eine Pré&pamakontrolle mit 50 pl Digestpuffer

und 2 pl Proteinase K wurde mitgefihrt. Die Gewebken wurden Uber Nacht im

Wasserbad bei 56°C verdaut und die EnzymreaktioAmschluss bei 100° fir 10 Minuten
abgestoppt. Die DNA-Konzentrationsbestimmung etéolghotometrisch bei 260 nm im
Photometer (Shimadzu, UV- 1202, Kyoto). In die addPCR wurden 1-2 pg Gesamt- DNA
eingesetzt.

3.2.5 Virusnachweis in PBMC, Augen- und Nasentupferproletpost-mortenGeweben

3.2.5.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (Polymerase ChairnctReg, erstmals detektiert von K.B.
Mullis (1983), dient der Vervielfaltigung der DNSSie beruht auf einem immer
wiederkehrenden Zyklus aus drei Schritten, der Rermaung, der Hybridisierung und der
Synthese oder Verlangerung. Bei der Denaturieruegden die beiden komplementaren
Strange der DNS getrennt, in dem die Reaktionsijgin 30 Sekunden auf 94°C erhitzt
wird. Durch das Herabsetzen der Temperatur auf gimeerspezifische Temperatur fur die
Dauer von 30 Sekunden verbinden sich die PrimedentDNS. Diesen Vorgang nennt man
Hybridisierung.
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Diese Verbindung ist nur dann stabil, wenn Primaad DNS-Abschnitt komplementar sind,
sich also zwischen ihren Bausteine Basenpaarerbkdenen. An dieser Stelle beginnen die
Polymerasen damit, weitere komplementdre Nukleoadeubauen und die Verbindung
zwischen Primern und DNS zu starken. In der Ver#mgg bzw. der Synthese wird die
Temperatur nun wieder fur 60 Sekunden auf 72°C hdrhdas ist die ideale

Arbeitstemperatur fur die verwendeten Polymeraseelche weitere Nukleotide an die
entstehenden DNS-Strange anbauen. Aufgrund dedig&in Wiederholung dieser drei
Schritte verdoppelt sich jedes Mal die Anzahl api&den DNS-Molekilen.

3.2.5.1.1 Beta-Aktin-PCR zur Uberpriifung der DNA-Qualitat

Fur den Nachweis des konservierten Zellstrukturgaredches fiir das Protein Beta-Aktin
codiert, das in allen eukaryotischen Zellen vorkdni8hankar, Kao et al. 1992) kam eine
Beta-Aktin-PCR zum Einsatz. Diese ist notwendig, dimQualitat der DNA der eingesetzten
Gewebe-, Tupfer- oder Blutproben zu kontrollieres.wurde eine PCR durchgefihrt, in der
ein Teilstick aus der DNA der PBMC-, Tupfer-, odeewebeprobe amplifiziert und

vervielfaltig wurde.

Es wurde ein Thermocycler 60 (Bio- med, Oberschigifd) nach dem folgendem

Reaktionsschema verwendet:

Initiale Denaturierung: 4 Minuten,  94°C
Denaturierung: 2 Minuten,  94°C
Annealing: 2 Minuten, 56 °C
Elongation: 2 Minuten, 72°C

Finale Elongation: 10 Minuten, 72°C
Anzahl von Zyklen: 40

Die PCR wurde in Ansétzen zu je 50ul Gesamtvoluthechgefihrt. Als Kontrolle wurde 1
ul ED-Zellen-DNA, das entspricht einer Konzentration 1-2 g, verwendet. Zusatzlich zu
dieser Positivkontrolle wurde eine SubstanzenkdetrgNegativ- oder PCR-Kontrolle)
mitgefuhrt. Die Substanzenkontrolle enthielt PrimBiukleotidverdiinnungen, Puffer und
Wasser. Die Substanzenkontrolle prift die PCR- tmaen auf Kontamination. Die
Reaktionsansatze bestanden jeweils aus 1ulVorwdrtsRickwartsprimer (Stocklésung: 20
uM), 5ul dNTP’s (2,5 mM, Bioline, Luckenwalde), uBTag- Polymerase (5 U/ul, Bioline,
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Luckenwalde), 5 ul 10x Reaktionspuffer (15 mM Maginen, Qiagen, Hilden) und der
DNA-Probe. An DNA wurde 1-2 pg Gesamt-DNA eingesdiias Gesamtvolumen des PCR-

Ansatzes wurde nun mit RNasefreiem Wasser (PronMadison) auf 50 pl aufgefullt.

3.2.5.1.2 Nested Polymerase Kettenreaktion(nPCR)

Fur den Nachweis des gB (Glykoprotein B)-Gens votVE (Borchers, Brackmann et al.
2002) und EHV-5 kam eine Vvirusspezifische nPCR ¢Bers et. al, 1997),
,verschachteltePCR* (Abbildung 9), zum Einsatz. &urdie nested PCR konnen auch
geringste Templatemengen nachgewiesen werden. aspPfunktioniert folgendermalden:
man fuhrt eine PCR durch und verwendet das ProadisktTemplate fur eine zweite
Amplifikation mit anderen Primer (Chelly, Concordett al. 1989). Das zweite Primerpaar
liegt dabei zwischen dem Ersten. Durch dieses PRringverden die falschen
Amplifikationsprodukte der ersten Runde selekti®amit kann man mittels dieser Methode

extrem geringe Templatemengen nachweisen.
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Abbildung 9: Nested PCR
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AP1 = Antisense-Primer 1, SP1 = Sense-Primer 1.

Quelle: Dr. C. Muhlhardt, ,Der Experimentator, Mklgarbiologie/ Genomics®, 5. Auflage,
Spektrum Akademischer Verlag (Muhlhardt 2006)

Fur die Kettenreaktionen zum Nachweis des gb-GensEHV-2 und -5 Genomen wurde ein
Heizblockcycler (MWG, Biotech, Hybaid omnigene, CGaidge) nach dem folgendem

Reaktionsschema verwendet:

Denaturierung: 30 Sekunden, 94°C

Annealing: 30 Sekunden primerspezifische Temperat
Synthese: 60 Sekunden 72°C

Anzahl von Zyklen: EHV-2 (gb): 2. Runde 30, soBst

Die PCR wurde in Ansétzen zu je 50ul Gesamtvolutechgefihrt. Als Kontrolle wurden
fur EHV-2, 3 pl und fur EHV-5 6 pl Virus-DNA in deersten Runde verwendet. Diese
Kontrollen gereinigter Virus-DNA mit einer Konzeation von 20-40 pg stammten aus dem
Institut fur Virologie und wurden, wie unter 3.286beschrieben, hergestellt. Zuséatzlich zu
diesen Positivkontrollen wurde eine Substanzenkdat{Negativ-oder PCR- Kontrolle) und
eine  Praparationskontrolle mitgefuhrt. Die Substmkontrolle enthielt Primer,
Nukleotidverdinnungen, Puffer und Wasser. Die Redmmskontrolle bestand aus
Digestpuffer und Proteinase K, aus der DNA-Prapamat3.2.2.1). Die Substanzenkontrolle
pruft die PCR-Substanzen, die Praparationskontralle bei der DNA-Praparation
verwendeten Substanzen auf Kontamination. Die Readdnsatze bestanden jeweils aus 1 pl
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Vorwarts- und Ruckwartsprimer (Gebrauchslésungu®0, 5 ul dNTP’s (2,5 mM, Bioline,
Luckenwalde), 0,3ul Tag- Polymerase (5 U/ulBiolineuckenwalde), 5 pul 10x
Reaktionspuffer (15 mM Magnesium, Qiagen, Hildendl der DNA- Probe. An DNA wurde
in die erste Runde 1-2 pg Gesamt-DNA und in dieiteMeunde stets 1pl Amplifikat der
ersten Runde, eingesetzt. Das Gesamtvolumen desAR€&Rzes wurde nun mit RNase

freiem Wasser (Promega, Madison) auf 50 pl aufgeful

3.2.6 Virusspezifikation

3.2.6.1 Analytische Gelelektrophorese

Material, L6sungen, Reagenzien
TAE- Puffer (10x)

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan 48,5 g
Na- Acetat 4,13 g
EDTA- Dinatriumsalz- Dihydrat, 0,01 M, PH: 7,9 ¢&ia) 3,7 g
Aqua bidest. ad 1l
1 % Ehidiumbromidlésung (Merck)
Ethidiumbromid 19
Aqua bidest. Ad 100 ml
Laufpuffer 1x TAE
TAE- Puffer (10x) 10 % (w/v)
In Aqua bidest.
Probenpuffer
Ficoll Typ 500 (Biotech) 15 %
Bromphenol (Serva) 0,25 %
Aqua bidest. ad 100 ml

Die analytische Gelelektrophorese ist ein biocheh@s Trennverfahren, bei dem die
Wanderung von geladenen Molekilen in einem elaites Feld zu deren Trennung
ausgenutzt wird (Ibelgaufts 1993). Weiterhin diedieses Verfahren auch der
Konzentrationsbestimmung nach der PCR. Die Aga(&s®h, Karlsruhe) wurde in 1 %

Konzentration in 1x TAE- Puffer verwendet. Dazutéman zunachst 1g Agarose (1 %) in
100ml TAE (1x) und liel3 diese Suspension anscéhdiin der Mikrowelle vorsichtig

schmelzen. Der TAE- Puffer (10x) ad 2| setzte swh folgt zusammen:
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200ml TAE, 1800 ml Bidest und 80ul Ethidiumbromibie viskésen Gele wurden in
horizontalen Gelkammern (Stratagene, Amsterdam)oggsm. Nach dem Erharten
uberschichtete man diese mit Laufpuffer, dem Etimdiromid (Endkonzentration 0,4 pg/ml)
zugesetzt wurde. Das Ethidiumbromid gehort zu dEqusnzspezifischen DNA-Bindenden
Substanzen, die sich zwischen einzelne Basenpa@s doppelstrangigen DNA-Molekils
einlagern konnen (lbelgaufts 1993). Die DNA-Fragteekonnen durch Ethidiumbromid
unter dem UV-Licht angeféarbt und so sichtbar gerhadrden. Die Reaktionsansatze setzten
sich aus 2ul Probenpuffer und 15ul Amplifikat dewe#en Runde zusammen. Der
Markeransatz bestand aus 2ul Probenpuffer, 5ul DNskgenstandard (Hyper Ladder 1
Marker-Ma, Bioline, Luckenwalde) und 7ul Bidest.e[Reaktionsansétze wurden nun in die
Geltaschen pipettiert und die Elektrophorese bév 96r eine Stunde gestartet. Nachdem die
einzelnen DNA-Banden vollstandig aufgetrennt warevyrden die Gele auf einem
Transluminator (Biometra, FLX-20M, Goéttingen) beaghtet und mit einer Polaroid-
Sofortbildkamera (Polaroid, Offenbach), zur Dokutaéion fotografiert.

3.2.6.2 Zytozentrifugation von EHV-5 infizierten und nicEHV-5 infizierten ED- Zellen
zur Herstellung einer Positiv- und Negativkontrdile die in-situ-Hybridisierung,
sowie die Zytozentrifugtion von PBMC

Material, L6sungen und Reagenzien:
Sodiumdodecylsulfat (SDS)- Losung 10 %:

SDS 100 g
Aqua bidest. Ad 1l
4 % Paraformaldehyd in PBS/ 5mM MgCl
Paraformaldehyd 209
PBS/ mM MgC} ad 500 ml
Fotoflo- Netzmittel, Ethylen- Glykol, 1 %, Kodakathe:
Fotoflo 5ml
PBS ad 500 ml
Aceton
Ethanol 70 %:
Ethanol 700 ml

Aqua bidest. adll
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Die fur die Zytozentrifugation vorgesehenen Objgger (Shandon Cytoslide, Chestire)
wurden mit Handschuhen (Flexam, Minchen) aus i@rgginalpackung genommen und in
10 % SDS-Lésung gewaschen und gereinigt. Danacltespian sie unter flieRendem
Leitungswasser ab, um das restliche SDS zu entfermed wusch sie drei- bis viermal in
Aqua bidest, um einer Verkalkung vorzubeugen. Nuaorden die Objekttrager bei
Raumtemperatur in einem Glasstander staubfrei tlaamht getrocknet. In einer Klvette,
welche mit 300 ml 1 % Fotofloldsung (Kodak- PatBayttgart) gefillt war, inkubierte man
die Objekttrager, um sie danach zweimal in PBS asawen. Das Netzmittel verhindert die
Losung des Gewebes oder der Zellen, die funrmigtu-Hybridisierung durch die Methode
der Zytozentrifugation, auf die Objekttrager autzifmgiert werden. Bei Raumtemperatur
wurden die Objekttrager nun staubfrei und Uber WNaehtrocknet. Nach dieser Behandlung
wurden die Objekttrager mit Filterpapier (Shandergnkfurt am Main) bedeckt, mit einem
Kunststofftrichter (Nunc Brund Products, Denmarlérsehen und in die Metallhalter der
Zytozentrifuge (Shandon, Cytospin 3, Frankfurt araim)l eingespannt. ED- Zellen, wurden
vorher mit den EHV-1 (Mar 87), 2 (T400) und 5 (P48j)ammen infiziert und gezahlt. Von
diesen infizierten Zellen wurden 5X7&llen in 20 ml PBS aufgenommen und 5 Minuten bei
800 UpM und 20 °Celsius zentrifugiert (Hereaus &thivinifuge 2, Osterode). Ein Volumen
von 200 pl der zu 5xf@ellen pro ml PBS verdiinnten Zellen wurden unter S$terilbank
(Kendo, Wien) in die Kunststofffilter pipettiert drdie Objekttrager nun bei 800 UpM flr 5
Minuten zentrifugiert. Die Trichter und das Filtegeer wurden nun vorsichtig und ohne
Ablésung der infizierten Zellen entfernt. Das Hiftepier wurde verworfen und die
Kunststofftrichter fir 15 Minuten in 70 % Ethandadrginigt, in Aqua bidest. gewaschen und
danach bei Raumtemperatur getrocknet. Die Objgdtrivurden bei Raumtemperatur unter
der Sterilbank getrocknet, fur 10 Minuten in Acefonert und erneut bei Raumtemperatur
getrocknet. Bis zum erneuten Gebrauch wurden diekdiager bei -20 °C gelagert. Bevor
die Zytozentrifugation der PBMC erfolgen konnte,rden sie, wie unter 3.2.2 beschrieben,
isoliert und gezahlt. Die Zytozentrifugation derN?8 erfolgte wie beschrieben, nur mit dem
Unterschied, dass 200 pl einer #lhgestellten Zellsuspension pro 10 ml PBS bei 4pt

fur 5 Minuten zentrifugiert wurden.
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3.2.6.3 Praparation und Reinigung von Virus-DNA fiir die DNs®ndenherstellung und die

Herstellung der Viruskontrollen fir die PCR

Material, L6sungen und Reagenzien:
RTP DNA/ RNA Virus Mini Kit (Invitek, Berlin):
Binding Solution
Elution Buffer R
Wash Buffer R1
Wash Buffer R2
RTA Spin Filter Set
RTA Receiver Tubes

Elution Tubes
Extractions Tubes

20 % Sucroselésung:
20 g Sucrose
1ml1MTris-HCL, PH: 7,4
1,5ml 0,2 MEDTA, PH: 7,2
Ad 100 ml Aqua Bidest

Es wurde ein virushaltiger Zellkulturiberstand 00 ml bei 3000 Upm (Heraus Christ,
Minifuge 2, Osterode) fur 10 Minuten zentrifugieDer somit gewonnene zellfreie
Kulturiiberstand wurde nun zum Entfernen der Zetitmier erneut 10 Minuten bei 8000 Upm
zentrifugiert. Der vorgereinigte Virustberstand deairauf ein 5 ml umfassendes 20 % iges
Sucrosekissen geschichtet, in dem man die Sucosgjolgngsam in den Virusuberstand
einspritzte. Dabei sollte die Kanulenspritze derddo des Zentrifugenréhrchens berthren.
Nun folgte die Zentrifugation in einem SW-32 Ti Bo{Beckmann, Minchen) fir 1 Stunde
bei 2700 Upm. Der Uberstand wurde dekantiert ursdRiglet, welches aus 100 ml Uberstand
gewonnen wurde, in 400 pl RNasefreies Wasser readsgt. Die Suspension wurde in ein
Extractions Tube (Invitek, Berlin) Gberfuhrt und fic Minuten bei 65°C und danach fir 10
Minuten bei 95°C geschwenkt. Zum Binden der DNA adeunun der Suspension 400 pl
Binding Puffer (Kit, Invitek, Berlin) zugefuhrt. BiSpin-Filter (Kit, Invitek, Berlin) wurde in
ein neues Receiver Tube gelegt, die Suspensionpmabealen Filter Uberfihrt und fir 1
Minute bei 10 000 Upm (Z 5403 Zentrifuge, Eppend@viesseling- Berzdorf) zentrifugiert.

Zum Waschen der Virus-DNA-Probe wurde das Filteb&un ein neues Receiver Tube
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verbracht und die Suspension fir 30 Sekunden ingB@uffer R1 (Kit, Invitek, Berlin) bei

10 000 Upm zentrifugiert. Das Filtrat wurde vervearfund die Virus-DNA-Probe mit 800 pl
Buffer R2 versetzt und bei 10 000 Upm fur 30 Selameérneut zentrifugiert. Das Filtrat
wurde dekantiert und das Pellet fir 4 Minuten b&i0D0 Upm trocken zentrifugiert. Zur
Elution der DNA wurde der Filter Tube mit dem Peb@f einen Elutionstube tberfiihrt, das
Pellet mit 60 pl Puffer R (bei 80°C geldster Elaspuffer) fur 3 Minuten inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Virus- DNA- Probe fir 1 Minutei 10 000 Upm zentrifugiert und nun
fur 10 Minuten in 37°C temperiertem Wasserbad \sabt. Es wurden 3 pl der Virus-DNA-
Probe mit 5 pl Hyper Ladder Marker, 2 pl Laufpufterd 8 ul Bidest versetzt und auf ein
1%iges Agarosegel (Roth, Karlsruhe) aufgetragere Bklelektrophorese wurde fur 45
Minuten bei 96 Volt gestartet und die Konzentrasimestimmung der Virus-DNA im

Anschluss durchgefuhrt. Die Virus-DNA wurde bis zuweiteren Gebrauch bei -20°C im

Gefrierschrank aufbewahrt.

3.2.6.4 Herstellung einer Digoxigenin- d-UTP-markierten M$onde

Material, L6sungen und Reagenzien:
0,2 M EDTA-LGsung:

EDTA 7,44 g

Aqua bidest. Ad 100 ml
5 M Amoniumacetat:

NH;- Acetat 38,54 ¢

Aqua bidest. Ad 100 ml
15 pl DNA

DNA- Markierungs- und Detektions-Kit:
2 1l Hexanukleotide
2 Ul d NTP’s

1 pl Klenow Enzym

5 pl ssp- DNA (Heringssperma)

Ethanol absolut

Ethanol 80 %

TE — Puffer (Tris-EDTA)

Um eine Digoxigenin-d-UTP-markierte DNA-Sonde hestelien, wurde ein Digoxigenin-
DNA-Markierungs- und Detektions-Kit (Roche, Mannhgibenutzt. Es wurden 75 ng, also
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15 pl gereinigte EHV-5 DNA (p 48) in ein 1,5 ml Eppulorfgefall pipettiert und im
Wasserbad bei 100°C fur 5 Minuten denaturiert umdchlieRend gleich wieder auf
Eiswasser gekihlt, um das Renaturieren der ebestwt@rten Doppelstrange zu verhindern.
Nun pipettierte man zu den 15 pl DNA, 2ul Hexanokitle (Roche, Mannheim), 2 pl
dNTP’s (Roche, Mannheim), 1 ul Klenowenzym (Boeben Mannheim) hinzu. Nun wurde
zum Abstoppen der Enzymreaktion, 2 ul 0,2 M EDTAZui gegeben und die Fallung der
DNA durch Hinzugabe von 5 pl Heringssperma (10)g40 pul 5 M Ammoniumacetat, 33
pul Aqua bidest. und 300 pl absolutem, eiskaltenaidh eingeleitet. Es folgte eine
einstindige Inkubation bei -20°C im Gefrierschrabknn wurde der DNA-Sondenansatz bei
20 000 UpM und 15 Minuten zentrifugiert (Ole Dichikvbzentrifuge 154, Hvidore), der
Uberstand verworfen und das DNA-Pellet mit 200 @ ®igen Ethanol gewaschen.
Anschlie3end folgte eine weitere Zentrifugation & Minuten bei 20 000 Upm (Ole Dich
Mikrozentrifuge 154, Hvidore), der Uberstand wueteeut verworfen und das DNA-Pellet
luftgetrocknet. AnschlieRend wurde das Pellet inpd0OTE- Puffer aufgenommen und die

Sonde bei -20°C im Gefrierschrank gelagert.

3.2.6.5 Dot Blot Verfahren zur Uberprifung und Konzentratibestimmung der markierten
Sonde

Material, L6sungen und Reagenzien:

Puffer 1:
Tris 1 100 mM (12,11 g)
NacCl 150 mM (8,77 g)
Aqua bidest. ad 11

Puffer 2:
0,5 % (w/v) Blockingreagenz
( Digoxigenin- DNA- Markierungskit) 0,59
Puffer 1 ad 100 mi

Puffer 3:
Tris: 100 mM (12,11 g)
NacCl 100 mM (5,84 g)
MgCl, 50 mM (4,76 g)
Aqua bidest. Ad 1l

Puffer 4:
Tris: 10 mM (1,21 g)
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EDTA 1 mM (0,372 g)
Aqua bidest. ad 1l
Nitroblau- Tetrazoliumsalz (NBT) 50 mg/ml
In 70 % Dimethylformamid
X- Phosphat:
5- Bromo- 4- chloro- indolylphosphat 50 mg/ml

in 100 % Dimethylformamid
Farbelbsung:

NBT- Losung 45 ul
X- Phosphat 35 ul
Puffer 3 ad 10 ml

Fir das Dot Blot Verfahren wurde erneut der Digerig-DNA-Markierungs-und
Detektions-Kit (Roche, Mannheim) verwendet. Von dwearkierten Sonde und einer
markierten Kontrollsonde (Konzentration: 5 pl/plynde eine Verdiinnungsreihe von 1:10
bis 1:10 hergestellt. Von jeder Verdiinnungsstufe wurde lapi eine Nylonmembran
aufgetragen und diese Membran fur 30 Minuten b&C8fetrocknet, um die DNA der Sonde
zu denaturieren. Nach Trocknung der Nylonmembranmdevudiese kurz in Puffer 1
gewaschen, dann fir 30 Minuten in Puffer 2, eindactiBngpuffer, auf einem Schwenkgeréat
geschuttelt und danach erneut kurz in Puffer 1 gelwen. Das Konjugat Anti-Digoxigenin-
AP (Glostrup, Denmark) wurde 1:1000 in Puffer 1diemt und die Nylonmembran in dieser
Verdinnung fur 30 Minuten bei Raumtemperatur leigeschwenkt. Nun wurde diese
zweimal 15 Minuten in Puffer 1 und danach zwei Ma&mu in Puffer 3 gewaschen.
Abgedunkelt erfolgte nun die Farbreaktion mit darldelosung (NBT/ X-Phosphat) fur zwei-
bis funf Minuten, welche durch das Schwenken infétu#4 abgestoppt wurde. Die
Nylonmembran wurde bei Raumtemperatur luftgetrotkne und die
Konzentrationsbestimmung der markierten Sonde gitdchnhand der Verdinnungsreihe im

Vergleich mit der markierten Kontrollsonde (5 nd) ynd betrug 0,5 ng/ul.
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3.2.6.6 In-situ-Hybridisierung

Material, L6ésungen und Reagenzien:
100 % Foramid (v/v) / 20 % Dextransulfat (w/v)
20 x Standard Sodium Citrat (SSC)

Na ClI 3 M (175, 39)
Tri- Na- Citrat- Dihydrat 0,3 M (88,29)
Aqua bidest. ad 11
50 x Denhardt- Puffer
Ficoll 29
Polyvinylpyrrolidose 29
BSA (Bovines Serum Albumin) 29
Aqua bidest. Ad 200 ml
6,6 nug/ ul Lachssperma- DNA (SSP)
5 M MgCl, in PBS
Mg Cl, 47,6 g
PBS ad 100 mi
Puffer 1
2 M Tris/HCI, pH: 7,5 25 ml
5 M NacCl 15 mi
Aqua bidest. Ad 500 ml
Puffer 3
2 M Tris/ HCI, pH: 7,5 25 ml
5 M NacCl 15 mi
5 M MgCl, 5ml
Aqua bidest. Ad 500 ml
Puffer 4
2 M Tris/ HCI, pH: 7,5 2,5 ml
0,5 M EDTA 1ml
Aqua bidest. Ad 500 ml
5 mM MgCl in PBS
5 M MgCkL in PBS 1ml
PBS ad 1l
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2 mg/ ml Glycin in PBS

Glycin 29
PBS ad 11

4 % Paraformaldehyd in PBS/ 5 mM MgCl
Paraformaldehyd 20 g
PBS/ mM MgC} ad 500 ml

Xylol
Ethanol absolut
Ethanol 70 %

Die in-situ-Hybridisierung (Borchers, Ebert et al. 2006) didet Detektion von EHV- 5 in
EHV-5 infizierten ED- Zellen und in Paraffinscheitt von Konjunktiven. Als Markierung
diente eine Digoxigenin- markierte EHV-5-DNA-Son@@&5 ng/ul). Die Paraffinschnitte
wurden zur Entparaffinisierung 10 Minuten in Xyl@hd danach zweimal finf Minuten in
absolutem Ethanol inkubiert. AnschlieRend wurden Riaraffinschnitte und die mit EHV-5
infizierten ED-Zellen zweimal finf Minuten in 5 mMgCl,/PBS rehydriert. Im Anschluss
folgte eine Proteinase K-Behandlung um die Membrader EHV-5 infizierten ED- und
Konjunktivalzellen aufzuschlie@en. Dazu wurden didizierten ED- Zellen mit einer
Proteinase K Konzentration von 0,1 mg/ ml in PBS uhe Paraffinschnitte mit einer
Konzentration von 0,2 mg/ml in PBS fur funf Minoteei Raumtemperatur inkubiert. Die
Enzymreaktion wurde durch dreimaliges Waschen daf Minuten in 2mg/ml Glycin/ PBS
bei Raumtemperatur gestoppt. AnschlieRend wurdenPdiraffinschnitte und die EHV-5
infizierten ED-Zellen fur finf Minuten in 4 % igerfaraformaldehyd/ PBS/ 5 mM MgCI
fixiert. Nun folgten zwei Waschschritte fur je fiMinuten in 2mg/ml Glycin/ PBS um
eventuell restliche Proteinase K zu eliminierere Bchnitte wurden je zwei Minuten in 70 %

igem Ethanol und in absolutem Ethanol dehydried dann luftgetrocknet.
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Fur den Hybridisierungsmix wurde ein 10 pl Ansatavghlt, welcher pro Paraffinschnitt/ED-

Zellprobe folgende Bestandteile enthielt (Tabe)te 7

Tabelle 7: Bestandteile des HybridisierungmixesdiérKonjunktivengewebe

Bestandteil Funktion des Bestandteils

des Hybridisierungsmixe

2 pl Aqua bidest. Auffullen des Hybridisierungsmnsxe

1 pl 20x SSC Eliminierung von Acetyl- und Schweéhindung, welche

im Rahmen der Hybridisierung entstanden sind

0,4 pl 50 x Denhard Puffgr  Milieaufrechterhaltung

Schutz vor Austrocknung

0,6 ul SSP- DNA Unspezifischer Carrier

Substrat fur DNA-Angreifende Enzyme

an Stelle der SSP-DNA kann auch Heringsspermien-IDNA

verwendet werden

5 ul 50 % iges Foramid/ | Losungsmittel
10 % iges Dextransulfat | Absenkung des Schmelzpunktes
Abschwachung der Wasserstoffbriickenbindungen zweisch

den DNA- Einzelstrangen durch starke Polaritat

0,5 ng/ pl EHV-5 Sonde Bezeichnung flr jede Art \W8, mit deren Hilfe man ein
gesuchtes Gen oder eine bestimmte DNA-Sequenz imorG

D

einer Organismus nachweisen kann,

Anlagerung an die zu untersuchende DNA

Von diesem wurden je 10 pl pro Objekttrager aufggtrund mit einem Kunststoffglaschen
abgedeckt. Die Denaturierung erfolgte durch dast&h auf 120°C fir circa zwei Minuten.
Um die Denaturierung rechtzeitig zu stoppen wuriaheHitzeindikator mitgefihrt. Danach
wurden die Gewebeschnitte und EHV-5 infizierten ERellen sofort auf Eiswasser
abgekuhlt, um eine Renaturierung der DNA zu verdind Die Kunststoffdeckglaschen
wurden nun mit Fixo Gum (Marabu, Tamm) abgedichtet die Objekttrager flr 48 Stunden
in einer feuchten Kammer mit 6 x SSC, einem Statpl#fer, welcher fir die

Aufrechterhaltung des osmotischen Gleichgewichtantgvortlich ist, bei 37°C im Inkubator
(Memmert, Schwabach) inkubiert. Nachdem die Deddjlén vorsichtig von den

Objekttragern entfernt worden waren, folgten digevgaschschritte mit SSC, um durch die
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Hybridisierung entstandenen ,Abfall* sowie nicht egffisch gebundene Sonde unter
stringenten Bedingungen zu entfernen und um somdubgsstellen fur die EHV-5 Sonde zu
schaffen:

zweimal kurz in zweimal SSC, dreimal 10 Minuterzimeimal SSC bei Raumtemperatur, 30
Minuten in zweimal SSC, bei 55°C im Wasserbad, zWwei drei Minuten in 0,2x SSC bei
Raumtemperatur equilibrieren, 30 Minuten in 0,2xCSBei 45°C im Wasserbad. Die
Objekttrager wurden nun kurz in Puffer 1 equilibridbevor fur 30 Minuten in 6% BSA
(Biomol, Hamburg) in Puffer 1 geblockt wurde, une diybridisierung zu unterbinden. Dem
Blocken schloss sich ein dreimaliger Waschgangjd¢idO Minuten in Puffer 1 an. Nun
wurden die Paraffinschnitte mit einem Kaninchenti-aDigoxigenin-AP Konjugat (Dako,
Glostrop), Verdiinnung 1: 100 in Puffer 1, fur 30nMien bei Raumtemperatur inkubiert. Es
folgten zwei Waschgange mit jeweils 15 Minuten uffér 1. Dann wurde fur 3 Minuten in
Puffer 3 equilibriert. Dem Equilibrieren schlosstsdie Farbereaktion in 4,5 pul NBT, 3,5 pl
X- Phosphat ad 1 ml Puffer 3 an. Der Schritt dedbé&ds wurde abgedunkelt durchgefihrt.
Nach einer acht minttigen Inkubation wurde die Feaktion in Puffer 4 abgestoppt. Die
EHV-5 infizierten ED-Zellen wurden mit einem Tropf&lycerol fixiert. Die Paraffinschnitte
wurde je funf Minuten in 70 % igen Ethanol, absetatEthanol und Xylol inkubiert, um die
Grundlage fur die Histokitbehandlung zu schaffem. Anschluss wurden die Paraffinschnitte
mit einem Tropfen Histokit fixiert. Nun folgte diduswertung der spezifischen Signale unter
dem Lichtmikroskop (Axiovert 100, Zeiss, Jena). Rissitivkontrolle wurde bei jedan-situ-
Hybridisierung ein Objekttrager (Shandon, Chestimjt zytozentrifugierten EHV-5
infizierten ED-Zellen (P48) und als Negativkonteo#lin Paraffinschnitt mit EHV-5 negativen
Konjunktivengewebe (Fetsch 2007) mitgeflhrt.

Die in-situi-Hybridisierung dient des Weiteren der DetektiomveéHV-5 in PBMC. Als
Markierung diente eine Digoxigenin-markierte EH\DBA-Sonde (0,5 ng/ul). Die auf
Objekttrager (Shandon, Chestire) zytozentrifugrerts PBMC wurden zweimal fiinf
Minuten in 5 mM MgC¥/PBS rehydriert. Im Anschluss wurden die PBMC fiimffMinuten
in 4 % igem Paraformaldehyd/ PBS/ 5 mM MgCI fixiedun folgte die Dehydrierung fur je
zwei Minuten in 70 % igem Ethanol und in absolutEthanol. Danach wurden die PBMC

fur kurze Zeit luftgetrocknet.
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FUr den Hybridisierungsmix wurde ein 10 pl Ansatavghlt, welcher pro PBMC-Zellprobe
folgende Bestandteile enthielt (Tabelle 8):

Tabelle 8: Bestandteile des Hybridisierungsmixesiié@ PBMC

Bestandteil Funktion des Bestandteils

des Hybridisierungsmixe

2 pl Aqua bidest. Auffullen des Hybridisierungsmnsxe

1 pl 20x SSC Eliminierung von Acetyl- und Schweéhindung, welche

im Rahmen der Hybridisierung entstanden sind

0,4 pl 50 x Denhard Puffgr  Milieaufrechterhaltung

Schutz vor Austrocknung

0,6 ul SSP- DNA Unspezifischer Carrier

Substrat fur DNA- angreifende Enzyme

an Stelle der SSP-DNA kann auch Heringsspermien-IDNA

verwendet werden

5 ul 50 % igen Foramid/ | Losungsmittel
10 % iges Dextransulfat | Absenkung des Schmelzpunktes
Abschwachung der Wasserstoffbriickenbindungen zweisch

den DNA- Einzelstrangen durch starke Polaritat

0,5 ng/ pl EHV-5 Sonde Bezeichnung flr jede Art \W8, mit deren Hilfe man ein

D

gesuchtes Gen oder eine bestimmte DNA-Sequenz imorG
einer Organismus nachweisen kann

Anlagerung an die zu untersuchende DNA

Von diesem wurden je 10 ul pro Objekttrager (Shandestire) aufgetropft und mit einem
Kunststoffglaschen abgedeckt. Die Denaturierunglgié durch das Erhitzen auf 120°C fir
circa zwei Minuten. Um die Denaturierung rechtzeitu stoppen wurde ein Hitzeindikator
mitgefuhrt. Danach wurden die mononuklearen Ze#lefort auf Eiswasser abgekuhlt, um
eine Renaturierung der DNA zu verhindern. Die Kstwdfdeckglaschen wurden nun mit
Fixo Gum (Marabu, Tamm) abgedichtet und die Objagtr fir 48 Stunden in einer
feuchten Kammer mit 6 x SSC, einem Standardpufiefcher fir die Aufrechterhaltung des
osmotischen Gleichgewichts verantwortlich ist, b&/°C im Inkubator (Memmert,

Schwabach) inkubiert. Nachdem die Deckglascheniahdgrg von den Objekttragern entfernt

worden waren, folgten diverse Waschschritte mit S&@ durch die Hybridisierung
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entstandenen ,Abfall* sowie nicht spezifisch gebemel Sonde unter stringenten
Bedingungen zu entfernen und um somit Bindungsstdiir die EHV-5 Sonde zu schaffen:
zweimal kurz in zweimal SSC, dreimal 10 Minuterzimeimal SSC bei Raumtemperatur, 30
Minuten in zweimal SSC, bei 55°C im Wasserbad. Dlgekttrager wurden nun kurz in
Puffer 1 equilibriert, bevor fir 30 Minuten in 6 &SA( Biomol, Hamburg) in Puffer 1
geblockt wurde, um die Hybridisierung zu unterbimdend um unspezifische DNA-
Fragmente zu blockieren. Dem Blocken schloss siohesnmaliger Waschgang fur je 10
Minuten in Puffer 1 an. Nun wurden die zytozengifrten PBMC mit einem Kaninchen-
anti- Digoxigenin- AP Konjugat (Dako, Glostrop), Ménnung 1: 100, in Puffer 1 flr 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgtenezWaschgange fir 10 Minuten in
Puffer 1. Dann wurde fir drei Minuten in Puffer Gudibriert. Dem Equilibrieren schloss
sich die Farbereaktion in 4,5 pl NBT, 3,5 pl X- Bpbat ad 1 ml Puffer 3 an. Der Schritt des
Farbens wurde abgedunkelt durchgefiihrt. Nach enkt minitigen Inkubation wurde die
Farbreaktion in Puffer 4 abgestoppt. Die mononukle&ellen wurden mit einem Tropfen
Glycerol fixiert. Nun folgte die Auswertung der ggfeschen Signale unter dem
Lichtmikroskop (Axiovert 100, Zeiss, Jena). Als Riokontrolle wurde bei jedein-situ-
Hybridisierung ein Objekttrager (Shandon, Chestimjt cytozentrifugierten EHV-5
infizierten ED- Zellen (P48) mitgefluhrt.

3.3 Statistische Methoden

3.3.1 McNemar-Test

Der McNemar-Test ist ein Haufigkeitstest flr zwerlwundene Stichproben, die hinsichtlich
eines Alternativmerkmals mit den Auspragungen A Arzli vergleichen sind (Weiss 2005).
In diesem Fall wurde das Merkmal ,Resequin NNPlgglexis®-Erfolg* mit den
Auspragungen ,ja“ und ,nein“ untersucht. Der Mc NmwrTest wurde angewandt um die
Ergebnisse hinsichtlich der EHV-5- Detektion vodumach der Resequin NNPfugylexis

®_ Applikation zu vergleichen. Der Stichprobenumfsst sich wie folgt aufteilen

(Tabelle 9):
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Tabelle 9: McNemar-Test

Nach Zylexis®- Applikation

EHV-5- positiv| EHV-5- negativ| Zeilensumme

EHV-5- positiv a b a+b

EHV-5- negativ | c d c+d

Vor Zylexis®-
Applikation

Spaltensumme atc b+d

Die Formel fur den McNemar-Test lautet:
X = (b-cj: b +c, (Weiss 2005)
Der Grenzwert fur den die Alternativhypothese agemen werden kann, liegt bei p = 0,05.

Als Software fur den McNemar -Test wurde BiAS. YWindows benutzt.
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4.  Ergebnisse

4.1 Einleitung

Das Ziel meiner Dissertation war es, Kenntnisser iile Verbreitung und Bedeutung von
EHV-5 Infektionen bei Pferden zu erlangen und dies#els molekularbiologischer und
serologischer Methoden nachzuweisen. Der Ergeleilisdieser Arbeit gliedert sich in
folgende zwei Teile:

A. Ergebnisse zur Verbreitung und Bedeutung von E34V

1. Kommt EHV-5 in Deutschland vor?

2. Wie haufig kommt es vor?

3. Kann man EHV-5 mittels nPCR in PBMC, Augentupfemd Nasentupferproben
nachweisen?

4. Spielt EHV-5 eine Rolle bei respiratorischenhth@almologischen und unspezifischen
Symptomen und kann es bei diesen Symptomen in PBMGentupfern und Nasentupfern

mittels spezifischer nPCR nachgewiesen werden?

Der letzte Fragenkomplex des ersten Teils der Arpeit ndher auf Doppelinfektionen mit
EHV-1, EHV-2 und EHV-4 sowie auf die Impfung mit $&guin NN PIu® und die

Immunmodulatorbehandlung mit ZyleXisin:

5. Haben Impfungen (Resequin NN Flusnd Immunmodulatoren (ZyleXis einen Einfluss
auf die Prasenz des EHV-5?

6. Kommen Doppelinfektionen von EHV-5 mit EHV-1u2d 4 vor?
B. Ergebnisse zum Gewebe- und Zelltropismus von BHIV Augen und in PBMC:
1. Kann EHV-5 mittelsn-situ-Hybridisierung in Konjunktiven und PBMC detektiererden?

2. In welchen Zellen kann EHV-5 mittels der Methoder in-situ-Hybridisierung

nachgewiesen werden?
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Wahrend sich der erste Teil der Dissertation mitRedeutung und Verbreitung des Equinen
Herpesvirus 5 befasst, beschaftigt sich der zwedik der Arbeit mit dem Gewebe- und
Zelltropismus von EHV-5 in Augengeweben und in pleeren mononuklearen Zellen des
Blutes.

4.2 Beschreibung der Stichproben

In der vorliegenden Dissertation wurden Studiemaitirlich infizierten Pferden und g@ost-
mortemGewebe von Pferden durchgefiihrt. Die Gruppe deiriich infizierten Pferde bildet
die Gruppe 1 und beinhaltet Untergruppe 1.1: Dieppe der klinisch gesunden Pferde und
die Untergruppe 1.2: Die Gruppe der klinisch krankderde. Die Gruppe 2 liefert Daten zu
post-mortenGewebeproben von Pferden.

Bei der Gruppe 1.1 (Tabelle 16) handelte es sicheime verbundene Stichprobe, well
dieselben Tiere mehrmals untersucht wurden. Diebdtroentstammten dem Institut fur
Virologie und wurden im Rahmen der Dissertation ¥au Heinemann (D. Heinemann,
2008; eine Publikation ist in Arbeit) enthommen. ligsdelte sich um 18 Warmblutpferde
(A1-A18), mit einem Durchschnittsalter von 11 Jardie unter denselben Bedingungen an
zwei verschiedenen Tagen im Abstand von vier Wodbeprobt wurden. Bei der Probe
handelte es sich um eine Blutprobe. Zum ersterpdeit der Beprobung, am 26.09.2006
(A1-A18) waren die Pferde unbehandelt, zum zweHeitpunkt, am 26.10.2006 (A1-Al18),
sind die Pferde dreimal mit ZyleXigImmunmodulator) und einmal mit Resequin NN Plus
(Impfstoff) behandelt worden. Bei der Gruppe 1.2H@lle 17) handelte es sich um eine
Stichprobe, die im Zeitraum vom 19.12.2005 bis z@6105.2007 erhoben und dieser
Dissertation zu Forschungszwecken durch das Ibdfiiiu Virologie zuganglich gemacht
wurde. Bei dieser Stichprobe wurden tberwiegend miartpferde (D1-D107) mit einem
Durchschnittalter von 11 Jahren aus DeutschlanBatmmen der Diagnostik auf EHV-1, -2, -
4 und -5 untersucht. Diese Pferde waren laut Anamnan ophthalmologischen,
respiratorischen und/oder unspezifischen Symptoearkrankt. Von diesen Pferden wurden
Blut-, Augentupfer- und Nasentupferproben durchrarigte erworben, wobei nicht alle drei
Arten von Proben von jedem Pferd erhoben wurdenpg@ P (Tabelle 22) beinhaltet funf
Blutproben von Pferden mit ophthalmologischen Symyn aus verschiedenen Tierkliniken
in Deutschland. Aus den Blutproben wurden PBMCiéstl durch Zytozentrifugation auf
beschichtete Objekttrager aufgebracht, fixiert itndRahmen dem-situ-Hybridisierung auf

EHV-5 untersucht wurden.



Ergebnisteil 77

Die Gruppe 1 mit Ausnahme von Gruppe P wurde fir Eegebnisteil A herangezogen. Die
gesamten Ergebnisse der Gruppe 1.1 sind inTabg]ldi@ gesamten Ergebnisse der Gruppe
1.2 sind in Tabelle 17 im Anhang detailliert aufgesit.

Die zweite Gruppe setzte sich apgst-mortemGewebeproben von insgesamt 21 Pferden
zusammen und beinhaltete Gruppe E und F. Bei Grapfabelle 20) handelte es sich um
Gewebeproben des Auges, giest-mortemvon 14 Pferden von einem privaten Schlachthof
in Brandenburg im Rahmen der Dissertation von BauA. Fetsch genommen wurden und
in deren Dissertation der Gruppe S1- S14 (Anhamafelle 4) zu entnehmen sind (Borchers,
Ebert et al. 2006), (Fetsch 2007). Es wurde vorerjed’ferd an beiden Augen frisches
Gewebe Cornea, Konjunktiva, Retina, Nervus optizod Tranendriise molekularbiologisch
mittels NnPCR auf EHV-2 und -5 untersucht. All dies&erde wiesen keinerlei
Krankheitsanzeichen auf und wurden daher fir sbkiageglich befunden (Fetsch 2007),
(Kapitel 3.2.3). In der hier vorliegenden Dissadmatwurden die Konjunktiven dieser 14
Pferde entsprechend préapariert (3.2.4.1) und nolshend EHV-5 mittels nPCR (3.2.5.1.2)
untersucht. Die Ergebnisse sind im Anhang in Tab2l dargestellt. Die Gruppe F (Tabelle
21) beinhaltet histologische Schnitte von insges@&@nPferden, die im Rahmen von
Forschungsarbeiten am Institut fur Virologie urder Leitung von PD Dr. K. Borchers und
in Kooperation mit dem Institut fir Tierpathologien der Freien Universitat Berlin
angefertigt und Frau Dr. A. Fetsch (Fetsch 200vaufDr. U. Wolfinger (Wolfinger 1998)
und Herrn Dr. M. Ebert (Ebert 2006) im Rahmen dddessertationen zur Verfligung gestellt
wurden. Diese Schnitte wurden durch die Methoden®®&R undn-situ-Hybridisierung auf
EHV-5 untersucht. Diese zehn Paraffinschnitte wardehand ihres PCR-Ergebnisses bzw.
der Anamnese ausgesucht. Dabei suchte man geaeli Konjunktivalschnitten, die im
Vorfeld aus frischen Geweben in der Arbeitsgruppe ¥rau PD Dr. K. Borchers per nPCR
EHV-2 und EHV-5 positiv und negativ getestet wurdem Vergleichskontrollen fur positive
und negative Proben zu haben. Gruppe 2 und GruppesPGruppe 1 wurden fir den

Ergebnisteil B betrachtet.
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4.3 Ergebnisteil

4.3.1 Ergebnisteil A: Ergebnisse zur Verbreitung und Bedeg von EHV-5

In diesem ersten Teil der Ergebnisdarstellung esadie Verbreitung und Bedeutung von
EHV-5 mit Hilfe der Methode der nPCR erdrtert wardén verschiedenen Studien waren
typspezifische PCR-Assays eine unverzichtbare Mighpur Detektion von EHV-2 und
EHV-5. Reubel benutzte 1995 nested multiplex PCRa&s um EHV-2 und EHV-5 zu
detektierten (Reubel, Crabb et al. 1995). Er bdautdazu Nukleotidsequenzen des
Glycoprotein B-(gB)-Gens von EHV-2 und des Thymiditase-(TK)-Gens von EHV-5.
EHV-2 und EHV-5 spezifische Primer wurden in eimeultiplex PCR genutzt, um eine
spezifische und sensitive Diagnose fir jedes emez¥irus zu erstellen (Reubel, Crabb et al.
1995). Diese Methode war 10 mal sensitiver fur EHUWnd EHV-5 als die Virusisolation in
einer Zellkultur (Reubel, Crabb et al. 1995). Naorgi@hn benutzte zur Detektion der EHV-2
DNA eine semi-nested PCR, um NukleotidfragmenteREsgion 424 und 354 des H-Gens zu
verstarken. Die DNA des EHV-5 wurde durch eine ®NgCR nachgewiesen, welche die
344-bp Region des H-Gens amplifiziert (Nordengrdafiarza et al. 2002). Zur Detektion des
EHV-2 und EHV-5 Genoms in 31 Augentupfern von Péerdmit ophthalmologischen
Erkrankungen und von 15 klinisch gesunden Pferdsmutzten Borchers und Mitarbeiter die

gB-typ-spezifische nested PCR (Borchers 2005).

4.3.1.1 Ergebnisse zum Vorkommen von EHV-5 in Deutschland aum Nachweis des
Virus in PBMC, Augen- und Nasentupfern

Um den Sachverhalt zum Vorkommen von EHV-5 in Dehitnd zu beantworten, wurden
die Gruppe der gesunden (Gruppe 1.1) und die Gragpekranken Pferde (Gruppe 1.2)
mittels NnPCR auf EHV-5 untersucht. Die Gruppe desumden Pferde wurde nochmals in
Kapitel 4.3.1.3 unter dem Aspekt der Impfstoff-uhel Immunmodulatorbehandlung und in
Kapitel 4.3.1.4 unter dem Aspekt von Doppelinfekén des EHV-5 mit dem EHV-1,-2 und -
4 untersucht. Die Gruppe der kranken Pferde wubgafalls mehrfach untersucht. Zusatzlich
zu Kapitel 4.3.1.1, wurde diese Gruppe unter dempeRts von respiratorischen,
ophthalmolgischen und unspezifischen Symptomenapiti€l 4.3.1.2 und unter dem Aspekt
von Doppelinfektionen des EHV-5 mit EHV-1,-2 und 4 Kapitel 4.3.1.4 untersucht.
Wahrend bei der Gruppe der gesunden Pferde nupmhegn zur Untersuchung eingesandt

wurden, wurden bei der Gruppe der kranken PferdgeAtupfer, PBMC und Nasentupfer
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einzeln aber auch Kombinationen dieser Probennaditari von Pferden eingeschickt. Die
Aufarbeitung der verschiedenen Proben erfolgte wiger 3.2.2.3 und unter 3.2.4
beschrieben. Um den Erfolg der DNA-Préparationen Bleitzellproben zu Uberprifen,
wurden diese Proben stichprobenartig mit der Methdér Beta-Aktin-PCR (3.2.5.1.1)
untersucht. Tupferproben wurden aufgrund der ziungen Gesamt-DNA-Menge keiner
Beta-Aktin-PCR unterzogen. Eine Beta-Aktin-Positakrolle, eine DNA-
Praparationskontrolle sowie eine PCR-Negativkol@rolwurden mitgefuhrt. Das
hochkonservierte Zellstrukturgen Beta-Aktin undFolge dessen eine ausreichende DNA-
Qualitat der einzelnen PBMC-Stichproben konnte &l&n PBMC-Stichprobenkontrollen
nachgewiesen werden. Ein Ausschnitt der Ergebmgser Untersuchung ist in Abbildung
10 dargestellt und zeigt alle positiven PBMC-Sticigenkontrollen der Beta-Aktin-PCR. Im
Anschluss erfolgte die Detektion des EHV-5 mitt@CR bei allen Proben, das heil3t, sowohl
bei denen, die Beta-Aktin positiv getestet worderem, als auch bei denen, die nicht mittels
Beta-Aktin-PCR untersucht wurden. Auch bei dieseetidde wurden eine EHV-5-

Positivkontrolle, eine DNA-Praparationskontrolledugine PCR-Negativkontrolle mitgefuhrt.
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Abbildung 10: Nachweis des Zellstrukturgens BetdiAkmittels der Beta-Aktin-PCR in
PBMC von Pferden der Gruppe 1.1 (Gruppe der gesuRéerde )

M 12 3 456 7 8 910 11 121314 15

128 bp

Legende:
M: Hyper Ladder 1 (100 Lanes)
1- 15: PBMC Pferd Al1.1- A15.1

Die EHV-5 PCR-Ergebnisse auf Pferdebasis sind mAdidildung 11 und der Abbildung 12

dargestellt. Die EHV-5 Positivkontrollen sind ertwsrgsgemald ausgefallen. ,Pferdebasis”
bedeutet in diesem Fall, dass der Nachweis des klflY-jedes Pferd (auf Pferdebasis) und
die dazugehdorige Probe bzw. Probenkombination uctd fiir jede Probe einzeln betrachtet
wurde. Als Beispiel: Von 47 kranken Pferden wurdem Augentupfer eingesandt, von 50
kranken Pferden die Kombination Augentupfer/PBMC.ie DAugentupfer aus der

Kombination sind nicht in den Augentupfern der 4&r&e enthalten. Die Ergebnisse auf der

Basis der Probeneinsendungen folgen in Tabelle 11.
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Tabelle 10: Darstellung der EHV-5 Ergebnisse nsttePCR von gesunden und kranken

Pferden auf Pferdebasis

Pferde(n): Kombinationen Ergebnis: Ergebnis:
Gesund/Krank der Probenmaterialien: EHV-5 positiv EHV-5
negativ
47 krank Augentupfer (AT) 6 (12,8 %) Pferde 41 P8%)
22 gesamt PBMC 6 (27,3 %) Pferde 16 (72,7 %)
18 gesund
4 krank
1 krank Nasentupfer (NT) 0 1 (100 %)
50 krank Augentupfer 13 (26 %) 30 (60 %)
PBMC 6 (12 %)
Augentupfer/PBMC 1(2%)
Total: 20 Pferde
(40,0 %)
3 krank Augentupfer/Nasentupfer| 2 Pferde 1(33,3%)
2 (66,7 %)
1 krank PBMC 0 1 (100 %)
Nasentupfer 0
1 krank Augentupfer 0 1 (100 %)
PBMC 0
Nasentupfer 0
125 34 Pferde (27,2 %) 91 Pferde
18 Gesund (72,8 %)
107 Krank

Das Equine Herpesvirus Typ 5 konnte in Deutschlaadhgewiesen werden. Das Virus
wurde bei 34 (27,2%) von insgesamt 125 Pferdenktete Dabei liel3 sich EHV-5 28mal
bei klinisch kranken Pferden und sechsmal bei &tinigesunden Pferden detektierten. Von
den 28 Kklinisch kranken Pferden, wiesen 25 ophtbkigische Symptome und drei
unspezifische Symptome auf (Tabelle 18). Genauegeldhisse dazu folgen in Abschnitt
4.3.2.1. Der Nachweis des EHV-5 mittels nPCR gelang sieben verschiedenen

Kombinationen von Probenmaterialien, die in Tabéeaufgelistet sind. In Augentupfern
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konnte EHV-5 sechsmal (12,8%), in PBMC sechsmal3®jJ und in Nasentupfern gar nicht
detektiert werden. In der Kombination von Augenarpfund PBMC, das heil3t wenn beide
Proben von einem Pferd eingesandt worden warendeviEHV-5 13mal (26%) in
Augentupfern, sechsmal (12%) in PBMC und einmal )(2f0 Augentupfern und PBMC
gemeinsam nachgewiesen. In Augentupfern und Nasiemtu als Kombination lief3 sich
EHV-5 zweimal (66,6%) detektierten, dabei waren @omAugentupfer als auch Nasentupfer
EHV-5 positiv. Von 22 EHV-5 positiven Tupferprob¢p2/101), konnte EHV-5 20mal in
Cytobrushproben (20/90) und zweimal in Wattetupf@oen (2/11) detektiert werden. Die
Probenkombination PBMC und Nasentupfer kam einnoa) jedoch wurde EHV-5 mittels
NPCR nicht detektiert. Die Probeneinsendung vamalrei Proben, Augentupfer, PBMC und

Nasentupfer, kam ebenfalls einmal vor und wurdenfethe EHV-5 negativ gestestet.

Als wichtiges Fazit ist zu sagen, dass EHV-5 intBehand aktuell in klinisch gesunden und
klinisch kranken Pferden detektiert werden konmid dass als Probenmaterialien PBMC
und Augentupfer bei gesunden Pferden und vor akementupfer bei ophthalmologisch
erkrankten Pferden bevorzugt zum Nachweis des Yhitisls nested PCR eingesandt werden

sollten.
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Abbildung 11: Nachweis der EHV-5-DNA mittels nPCR PBMC, Augentupfer-und
Nasentupferproben von Pferden aus der Gruppe Iubf@ der kranken Pferde)

Legende:
M:  Hyper Ladder 1 (100 Lanes)
1-6: PBMC: Pferd D2, D70, D76, D77, D79, D87

7 Augentupfer: Pferd D1
8 Nasentupfer. Pferd D3
9: EHV-5 Positivkontrolle, 20-40 pg gereinigte VGHDNA

Um den Nachweis von EHV-5 in den verschiedenen éhotaterialien deutlich zu machen,
wurde eine Tabelle auf Probenbasis erstellt. IrsatieTabelle sind alle positiven EHV-5
Ergebnisse von gesunden und kranken Pferden astigalind in welchen Probenmaterialien

sie vorkamen.



Ergebnisteil 84

Tabelle 11: Darstellung der EHV-5 Ergebnisse nsttePCR von gesunden und kranken

Pferden auf Probenbasis

Probenmaterial (n): Ergebnis: Pferde (n): Gesund/Krank
EHV-5 positiv
Augentupfer 22/101(21,8%); 22 krank
20 CB/90; 2 WT/11
PBMC 13/72 (18,0%) 6 gesund, 7 krank
Nasentupfer 2/6 (33%) 2 krank
Spaltensumme 37/179(100%) 37/125 (100%)

Von 37 EHV-5 positiven Proben, wurde EHV-5 22mal,826) in Augentupfern (22/101),
dabei in 20 Cytobrushs (20/90) und in zwei Watttgug2/11), 13mal (18,0%) in PBMC
(13/72) und zweimal (33%) in Nasentupfern (2/6)ettgert. Die 37 positiven Proben dieser
Tabelle erklaren sich daraus, dass mehrere Prafreriiem Pferd eingesandt wurden.

Abbildung 12: Nachweis der EHV-5-DNA mittels nPCRn i Augentupfer-und
Nasentupferproben von Pferden aus der Gruppe Iupf® der kranken Pferde)

M 2o3md 5.6 7.8

492 bp

Legende:

Hyper Ladder 1 (100 Lanes)

Augentupfer: Pferd D7

Nasentupfer. Pferd D4

Praparationskontrolle

PCR-Kontrolle

EHV-5-Positivkontrolle, 2-40 pg gereinigte Vir.-DNA

© N N B IZ
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4.3.1.2 Ergebnisse zum Nachweis des EHV-5 bei respiratogiscophthalmologischen und

unspezifischen Symptomen

Um zu klaren, ob EHV-5 bei respiratorischen, ophtiwdgischen und unspezifischen
Symptomen eine Rolle spielt, wurden in diesem Kapitur die Ergebnisse der kranken
Pferden mit n= 107 mittels nPCR (3.2.5.1.2) ausgmmtieDie anamnestischen Daten und die
Probeneinsendungen stammten, wie in Kapitel 4 &utgit, aus dem Institut fur Virologie
und wurden dieser Dissertation zu Forschungszweckeganglich gemacht. Die
anamnestischen Daten von Pferden aus dieser Gmppden in die Symptomkomplexe
~respiratorisch”, ,augenkrank® und ,unspezifischtterteilt und die verschiedenen Proben
der Pferde den entsprechenden Symptomkomplexeromirgd. Das Ziel sollte sein, EHV-5
in den verschiedenen Probenmaterialien zu detéttiemd einen moglichen Zusammenhang
zwischen der Detektion des Virus in den verschieddProbenmaterialien und des jeweiligen

Symptomkomplexes zu erheben. Die Ergebnisse sbhadlaaisch (Tabelle 12) dargestellt.
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Tabelle 12: Darstellung der EHV-5 Ergebnisse nsttePCR bei ophthalmologischen,

respiratorischen und unspezifischen Symptomen vanikden Pferden

Pferde Symptomkombinationen Ergebnis: Ergebnis:

(n): EHV-5 positiv EHV-5 negativ
3 respiratorisch 0 3 (100%)

82 augenkrank 20 Augentupfer 57 (69,5%)

(18 CB/90CB, 2WT/11WT)

6 PBMC/72 PBMC

2 NT/6 NT)

Total:

25 augenkranke Pferde (30,5%)
19 unspezifisch 2CB/90CB 16(84,3%)
1 PBMC/72 PBMC
Total: 3 Pferde mit unspezifischén
Symptomen (15,7 %)
1 respiratorisch 0 1 (100%)
augenkrank

unspezifisch

1 respiratorisch 0 1 (100%)
unspezifisch

1 respiratorisch 0 1 (100%)
augenkrank

107 28 (26,1 %) 79 (73,9 %)

Von insgesamt 107 Pferden, die beprobt wurden, emrdei drei Pferden respiratorische
Symptome diagnostiziert. Bei diesen drei Pferdef kich EHV-5 weder in PBMC, noch in
Augentupferproben, noch in Nasentupferproben nad®nwe Das Merkmal ,augenkrank®
konnte bei 82 (76,6%) von insgesamt 107 Pferdegnadistiziert werden. Bei 25 (30,5%) von
diesen augenkranken Probanden konnte EHV-5 diagmsstwerden. EHV-5 wurden bei
den 25 augenkranken Patienten 18mal in Cytobrubepro (18/90), zweimal in
Wattetupferproben (2/11), 6mal in PBMC (6/72) undeimmal in Nasentupfern (2/6)
detektiert. Bei 19 Pferden (17,6%) von insgesanit P@obanden konnten unspezifische
Symptome wie Allergien und Reitprobleme nachgewieserden. Drei (15,7%) von diesen

19 Pferden waren mittels nPCR EHV-5 positiv getesterden. Von diesen drei positiv
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gestesteten Pferden, wurde EHV-5 zweimal in Auggfietin und einmal in der Kombination
PBMC und Augentupfer, dabei in PBMC detektiert. Bi@mbination von den Symptomen
srespiratorisch, augenkrank und unspezifisch* sowespiratorisch, unspezifisch® und
Jrespiratorisch, augenkrank kam jeweils dreimal r.valedoch konnte bei diesen
Kombinationen von Symptomen EHV-5 nicht detektveerden.

Bei klinisch kranken Pferden wurde EHV-5 im Zusaniraeg mit ophthalmologischen

Symptomen detektiert. Dabei liel3 es sich vorramgi@ytobrushprobentragern nachweisen.

Zum Abschluss des ersten Ergebnisteils sollte rélnenauf den Einfluss von dem Impfstoff
Resequin NN PIfsund dem Immunmodulator Zylefisauf die Prasenz des EHV-5 und auf
Doppelinfektionen im Zusammenhang mit dem EquinepEe Virus Typ 5, eingegangen

werden.

4.3.1.3 Untersuchungen zur Nachweishaufigkeit von EHV-PBMC unter dem Einfluss
von Resequin NN PlIfsund Zylexi€

Die Hypothese zu diesen Untersuchungen lautete:-EH®nn durch die Immunisierung aus
PBMC reaktiviert werden. Fir diese Untersuchungemde nun erneut die Gruppe der
gesunden Pferden mit n=18 untersucht, allerdingerudem Aspekt der Impfstoff- und
Immunmodulatorbehandlung (Tabelle 13). Die Gruppe gesunden Pferden wurde schon
einmal in Kapitel 4.3.1.1 unter dem Aspekt der Veiiong von EHV-5 in Deutschland
untersucht. Es wurden Blutproben von 18 Pferdemgenen, wie unter 3.2.2.3 beschrieben
aufgearbeitet und mittels nPCR (3.2.5.1.2) auf BEFVMntersucht. Anamnestische Daten
dieser Pferde sind in Tabelle 16 wieder zu findém: Auswertung wurde als statistische
Methode der McNemar-Test (Tabelle 13) angewandtRiA®. als Programm fir Windows
benutzt. Aufgrund von logistischen Problemen, dasi®t, zuwenig Probanden und somit
zuwenig Probenmaterial, konnte keine Kontrollgrugmsammengestellt werden. Vor der
Resequin NN PIf4Zylexis®-Applikation waren alle Pferde weder mit dem Impfét
Resequin NN PIfs noch mit dem Immunmodulator ZyleRisbehandelt worden. Zu dem
Zeitpunkt der zweiten Beprobung, vier Wochen naeh ersten Blutabnahme, waren die
Tiere dreimal mit Zylexi® und einmal mit Resequin NN Pfubehandelt worden. Die
Ergebnisse des McNemar-Test sollen wie folgt erkl@gerden: Vor der Resequin NN
Plus®/Zylexis®-Applikation waren sechs Pferde EHV-5 positiv urtiPferde EHV-5 negativ
in PBMC getestet worden. Nach der Applikation vazs&quin NN Pldsund Zylexi§ war
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ein Pferd EHV-5 positiv und 17 Pferde EHV-5 negativPBMC mittels nPCR getestet

worden.

Tabelle 13: Die Darstellung des Resequin NN Plus@®-wylexis®-Einflusses auf die
Reaktivierung von EHV-5 mittels MCNemar-Test

Nach Zylexis®- Applikation

EHV-5- positiv| EHV-5- negativ| Zeilensumme

EHV-5- positiv | 0 (0%) 6 (33,3 %) 6 (33,3%)

EHV-5- negativ | 1 (5,6 %) 11 (61,1 %) 12 (65,7%)

Vor Zylexis®-
Applikation

Spaltensumme 1 (5,6%) 17 (94,4%) 18 (100%)

Im folgenden Text werden die Ergebnisse der TabkBenaher erlautert. Keines der 18
Pferde war vor und nach Resequin NN Plus®/Zylexig@ikation positiv (0%). Ein Pferd
(5,6%) war vor der Resequin NN Plus/Zylexis-Appli&a negativ und nach der Applikation
positiv. Sechs (33,3%) der untersuchten Pferde waoe der Resequin NN Plus®/Zylexis®-
Applikation positiv und nach dieser negativ undrférde waren vor und nach der Resequin
NN Plus®/Zylexis®-Applikation negativ (61,1%). Nad&uswertung durch den McNemar-
Test kann kein statistisch signifikanter Zusammeghawischen der EHV-5-Reaktivierung
durch die Resequin NN Plus®/Zylexis®-Applikationrdauliert werden (p> 0,05). Es sollte
jedoch darauf hingewiesen werden, dass vor derdRas&N Plus®/Zylexis®-Applikation
sechs Pferde positiv auf EHV-5 gestestet wurderthN#er Applikation von Resequin NN
Plus® und Zylexis® wurde EHV-5 nur noch einmal wlaCR detektiert und das zudem bei
einem Pferd, welches vorher nicht EHV-5 positivegétt worden war. Die Ergebnisse der
NPCR sind in der Abbildung 13 und der Abbildung @#eder zu finden. Die EHV-5

Positivkontrollen sind erwartungsgemalf ausgefallen.
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Abbildung 13: Nachweis der EHV-5-DNA mittels nPCRRBMC der Gruppe 1.1
(Gruppe der gesunden Pferde) vor der Applikatiom Resequin NN Plus® und Zylexis®
(A1.1.-A18.1)

M123456 7 8910111213

492 bp

Legende:

M:  Hyper Ladder 1 (100 Lanes)

1- 10: PBMC Pferd A1.1- A10.1

11:  Préaparationskontrolle

12:  PCR-Kontrolle

13:  EHV-5 Positivkontrolle, 20-40 pg gereinigte ¥6rDNA

Die PBMC-Proben Nr. 2,6,7 der Pferde A2.1, A6.1 1l wiesen unspezifische DNA-

Banden auf, welche nicht der Fragmentgréf3e von BH¥itsprachen.
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Abbildung 14: Nachweis der EHV-5-DNA mittels nPCRRBMC der Gruppe 1.1
(Gruppe der gesunden Pferde) nach der Applikatam Resequin NN Plus® und Zylexis®
(A1.2-A18.2)

M1 2 345¢6 7389101112
el

492 bp

Legende:

M: Hyper Ladder 1 (100 Lanes)

1-6: PBMC A3.2, A4.2, A5.2, A8.2, A9.2, A10.2

7. PBMC A18.2

8: Praparationskontrolle

9: PCR- Kontrolle

10:  EHV-5 Positivkontrolle, 20- 40 pg gereinigter¥§-DNA

Die PBMC-Probe des Pferdes A18.2 ist mittels nPGRERV-5 positiv detektiert worden.
Die Doppelbande der EHV-5 Positivkontrolle entstahdch den Einsatz einer zu hohen

DNA-Konzentration.

Eine postulierte Reaktivierung des Virus durch depfstoff Resequin NN Pfisind den

Immunmodulator Zylexfskonnte nicht nachgewiesen werden.
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4.3.1.4 Ergebnisse zum Einfluss von Doppelinfektionen neitndEHV-1,-2- und -4 auf das
EHV-5

Um die Frage zu beantworten, ob Doppelinfektionen EHV-5 mit dem EHV-1,-2-und -4
vorkommen, wurden die Gruppen der gesunden un#étrdaken Pferden mit Gesamt-n= 125
miteinbezogen (Tabelle 14). Die PBMC- und Augentupfoben wurden wie unter 3.2.2.3
und unter 3.2.3 beschrieben, prapariert. Der Nashwen EHV-2 und EHV-5 erfolgte
mittels nPCR (3.2.5.1.2) und so war es mdglich,Efigebnisse miteinander zu vergleichen.
Der Nachweis von EHV-1 und EHV-4 erfolgte nur iredit, namlich serologisch mittels Nt
und IFT.

Tabelle 14: Ergebnisdarstellung zu Doppelinfektiortkes EHV-2 und des EHV-5 mittels
NPCR in PBMC und Augentupferproben

Pferde (n): Ergebnisse: gemeinsame Detektion
EHV-2 und- EHV-5

Pferde positiv 5 (4 %)

Pferde negativ 120 (96 %)

Spaltensumme 125 (100 %)

Von insgesamt 125 Probanden wurden alle mittelsmhR@f EHV-2 und -5 untersucht.
Davon waren funf Pferde gleichzeitig EHV-2 und -&spiv getestet worden. EHV-2 und
EHV-5 wurden dabei zweimal in PBMC von gesunderrd&ie (Tabelle 18) und dreimal in
Augentupfern von Pferden mit ophthalmologischen Stypmen (Tabelle 19) detektiert. Die
Abbildung 15 und die Abbildung 16 spiegeln die Hngisausziige der EHV-2 und EHV-5
Doppelinfektionen der Gruppe 1.1 (Gruppe der gesnrieferde) wieder. Von insgesamt 107
Pferden wurden 64 Probanden einmalig auf EHV-1 4ndnfektionen indirekt mittels IFT
(3.2.1.2) und Nt (3.2.1.1) untersucht (Tabelle Einf Pferde von 64 zeigten sowohl im IFT
(> 1:2560) also auch im Nt (> 1:10) einen erhohAeikorpertiter fir EHV-1 und EHV-4.
Da die Blutproben von diesen 64 Pferden einmaligesandt wurden, war es nicht mdglich
Serumpaare zu bilden und somit Vergleiche der Angikrtiter zu erheben. Folglich konnten
keine Zusammenhdnge zwischen den erhdhten Antikdgsa und Erkrankungen laut
Anamnese formuliert werden. In der Anamnese galkese Hinweise auf EHV-1/4-

Infektionen.
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Abbildung 15: Nachweis der EHV-5-DNA mittels nPQRRBMC von gesunden Pferden
(Gruppe 1.1))

M1234567 8 910111213

492 bp

Legende:

M: Hyper Ladder 1 (100 Lanes)

1- 10: PBMC Pferd Al1.1- A10.1

11:  Pré&parationskontrolle

12:  PCR-Kontrolle

13:  EHV-5 Positivkontrolle, 20-40 pg gereinigte ¥rDNA

In den PBMC-Proben der Pferde A3.1, A4.1, A5.1,1A8\9.1 und A10.1 konnte EHV-5
mittels NPCR detektiert werden. Die PBMC-ProbenRferde A8.1 und A9.1 sind mit EHV-
5 (Abbildung 15) und EHV-2 (Abbildung 16) doppeifiziert. Die Probennummern 2, 6 und
7 der PBMC stellen unspezifische DNA-Banden darickae nicht mit der Fragmentgrofle
von EHV-5 identisch sind.
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Abbildung 16: Nachweis der EHV-2-DNA mittels nPQRRBMC von gesunden Pferden
(Gruppe 1.1))

M12 3456 78 91011

492 bp

Legende:

M: Hyper Ladder 1(100 Lanes)

1-6: PBMC Pferd A1.1- A6.1

7. PBMC Pferd A8.1

8: PBMC Pferd A9.1

9: Praparationskontrolle

10:  PCR- Kontrolle

11:  EHV-2 Positivkontrolle, 20-40 pg gereinigte ¥8rDNA

Die PBMC-Proben der Pferde A8.1 und A9.1 konntettatsinPCR sowohl EHV-5 positiv
(Abbildung 15) als auch EHV-2 positiv (Abbildung)ldetektiert werden.

Doppelinfektionen mit EHV-2 und EHV-5 kommen sowohlgesunden, als auch in
ophthalmologisch  erkrankten Pferden in PBMC und eXxigpfern vor. Als
Probenmaterialien spielen dabei PBMC und Augentuipfggesunden Pferden aufgrund der
moglichen Latenz und Augentupferproben in ophthlgisch kranken Pferden eine
wichtige Rolle. Eine Korrelation zwischen den nPBfgebnissen von PBMC und
Augentupferproben bestand nicht, da die EHV-2-uhtV/ positiven PBMC-Proben von
gesunden Pferden und die EHV-2 und EHV-5 positi&agentupferproben von kranken

Pferden stammten.
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Man kann zusammenfassend sagen, dass EHV-5 inddkutd mit einer Haufigkeit von
27,2% (34/125) aktuell auftrat. Dabei wurde EHV-&nfal bei klinisch kranken Pferden und
sechsmal bei klinisch gesunden Pferden in PBMCktdete Von den 28 klinisch kranken
Pferden zeigten 25 ophthalmologische und drei uriBpehe Symptome. Im Zusammenhang
mit ophthalmologischen Symptomen wurde EHV-5 18maCytobrushproben (18/90),
zweimal in Wattetupferproben (2/11), sechsmal iMEB6/72) und zweimal in Nasentupfern
(2/6) detektiert. Im Zusammenhang mit unspezifrs@@nptomen konnte EHV-5 zweimal in
Cytobrushs (2/90) und einmal in PBMC(1/72) detektierden.

Weiterhin sollte erértert werden, ob die Impfundg Résequin NN Plfsund die Behandlung
mit dem Immunmodulator ZyleRiginen Einfluss auf die Prasenz des EHV-5 habeerzHi
wurden 18 Pferde vor und nach der Behandlung mit d¢rmpfstoff Resequin NN Pfusind
dem Immunmodulator ZyleRisbeprobt. Vor der Applikation waren sechs (33,3%j 18
Pferden EHV-5 positiv getestet worden. Nach derabieichung des Impfstoffs und des
Immunmodulators, vier Wochen nach der ersten Prebgahme, war nur noch ein Pferd
(5,6%) von diesen 18 EHV-5 positiv. Hierbei musgadmt werden, dass dieses Pferd bei der
ersten Probenentnahme EHV-5 negativ war. Somitteosin Einfluss des Impfstoffs und des
Immunmodulators auf die Prasenz des Virus deugainacht, eine postulierte Reaktivierung
des Virus jedoch nicht festgestellt werden.

Das EHV-2 Genom konnte bei 7 klinisch kranken (5,@fvon bei 5 augenkranken Pferden,
in 7 Augentupfern und bei zwei klinisch gesundesrdeh in zwei PBMC detektiert werden
(Tabelle 17).

Doppelinfektionen von EHV-2 mit dem EHV-5 konnieirbh(4%) von 125 Pferden insgesamt
detektiert werden, dabei waren drei Pferde an oalmiologischen Symptomen erkrankt und
zwei Pferde klinisch gesund. EHV-2 und EHV-5 wardei den zwei gesunden Pferden in
PBMC und bei den drei kranken Pferden in Augentap{€B) detektiert. Ergebnisse zu
Doppelinfektionen der EHV-1-und -4 mit dem EHV-Briken nicht formuliert werden.



Ergebnisteil 95

4.3.2 Ergebnisteil B: Ergebnisse zum Gewebe- und Zelisraps von EHV-5 in Augen und
in PBMC

Wie in der Einleitung erlautert, konnte EHV-5 inrsehiedenen Studien in Augentupfer- und
PBMC-Proben mittels PCR-Assays sowohl in augengksurals auch in augenkranken
Pferden nachgewiesen werden (Besthorn 2002), (BoschEbert et al. 2006). In einer
aktuellen Studie widmete man sich der Préavalenz EbiV-2 in Augentupfern und dem
Zelltropismus in equinen Konjunktivengewebe (Borshd-bert et al. 2006). Mittels nPCR
wurden 22 Augentupfer von augengesunden Pferden 4indAugentupfer von 48
augenkranken Pferden EHV-2 positiv getestet. Umrnielkr den Zelltropismus von EHV-2
zu erfahren, wurde Konjunktivengewebe von drei aggsunden Pferden, welche vorher per
nPCR EHV-2 positiv getestet wurden, persitu-Hybridisierung auf EHV-2 untersucht.
Mittels immunhistochemischer Farbung mit einem ERVspezifischen polyklonalen
Antikdrper detektierte man Langerhanszellen in eleen Region der Konjunktiva
palpebralis, wo auch eine positive Hybridisierung die EHV-2-DNA-Sonde dargestellt
wurde (Borchers, Ebert et al. 2006). Aus diesedi8tuheraus und dem Wissen, dass EHV-2
und EHV-5 phanotypisch und genetisch miteinandewaadt sind, entstand das Ziel, mehr
Uber den Gewebe- und Zelltropismus von EHV-5 zahledn und das Virus mittels-situ-
Hybridisierung in Konjunktivengewebe und PBMC naaheisen. Die Methode ist in 3.2.6.6

nachzulesen.

4.3.2.1 Ergebnisse zur Detektion von EHV-5 in Konjunktivend PBMC mittelsin-situ-
Hybridisierung

Durch den Einsatz einer EHV-5-spezifischen Digorigemarkierten-Sonde (Gesamt-DNA
0,5ng/ul) sollte versucht werden, die fur EHV-1{/42/etablierte Methode demn-situ-

Hybridisierung (Smith und Borchers 2001), (Borchdtbert et al. 2006) fur den direkten
Nachweis von EHV-5 in Konjunktivengewebe und PBM@zwavenden. Hierfir wurden
Gruppe F und P der Untersuchungsgruppen herangezdgeippe F beinhaltet zehn
Paraffinschnitte des Konjunktivalgewebes, welche Rahmen der Dissertationen von A.
Fetsch (Fetsch 2007), U. Wolfinger (Wolfinger 1998)d M. Ebert (Ebert 2006) in der
Arbeitsgruppe Equine Herpesviren des Instituts\Miiologie unter der Leitung von PD Dr.
K. Borchers, in Kooperation mit dem Insitut fir fipathologie an der Freien Universitat
Berlin, angefertigt wurden, und hier erneut zum shim kamen. Hierbei wurden die

Paraffinschnitte ausgewahlt, welche im Vorfeld &ischen Augengeweben per nPCR EHV-
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2 und EHV-5 positiv bzw. negativ getestet wurdem, Viergleichskontrollen fir positive und
negative Proben zu schaffen (Tabelle 21). Die Geuppbeinhaltet Blutproben von finf
Pferden, die aus verschiedenen Tierkliniken zurgBwstik in das Institut fur Virologie
eingesandt wurden. Diese Blutproben stammten vardBh, welche im Vorfeld laut
Anamnese an ophthalmlogischen Symptomen erkranidnv&us diesen Blutproben wurden
PBMC isoliert (3.2.2.1) und wie unter (3.2.6.2)sblrieben auf fur diein-situ-
Hybridisierung speziell behandelte Objekttrageozgntrifugiert. Im Anschluss wurden die
Konjunktivalgewebeproben und die Stichproben derMEB einer Beta-Aktin-PCR
unterzogen, da dia-situ-Hybridisierung nur bei ausreichender DNA-Quali&ifolgreich
durchgefuhrt werden kann. Dazu wurde das Konjuekijewebe der Paraffinschnitte wie
unter 3.2.4.2 beschrieben und die PBMC, wie uni223 beschrieben, prapariert und dann
mittels PCR auf das Zellstrukturgen Beta-Aktin géte In allen Konjunktiven und in allen
Stichproben der PBMC konnte dieses Gen detektiertl@n. Die Ergebnisse aller positiven
Stichproben sind in Tabelle 15 dargestellt. Die kKioktivengewebeproben und die PBMC
wurden schlie3lich mittels nPCR auf EHV-5 untergueim EHV-5 schon im Vorfeld zu
detektierten. Dies gelang jedoch in keinem von abeR. In einer EHV-4-Studie wurden-
situ-Hybridisierungen bei gleichzeitig negativer, vepszifischer nPCR beschrieben (Gerst,
Borchers et al. 2003). Daher wurden in dieser Araech alle 15 Proben mittels EHVHb-
situ-Hybridisierung untersucht, bei denen die EHV-5-RP{n Vorfeld negativ war. Die
Ergebnisse der Beta-Aktin-PCR, der EHV2-und EHVPE=R und dem-situ-Hybridisierung

in Konjunktiven und PBMC sind in Tabelle 15 dargdt Anamnestische Daten zu diesen
Proben sind detailliert in (Tabelle 20, Tabelle 2ITabelle 22) erlautert.
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Tabelle 15: Ergebnissdarstellung zum Nachweis deta-Bktin-Gens mittels Beta-Aktin-
PCR, der EHV-5-DNA mittels nPCR und der EHV-5-DNAtt@ls in-situ-Hybridisierung in
Konjunktiven und PBMC

Interne = Gewebe Beta-Aktin- PCR- EHV-5- EHV-5-Ergebnis
[ Ergebnis mittels = Ergebnis mittels mittels nPCR
Beta-Aktin- PCR | in-situ-
Hybridisierung
1. SH7 Konjunktiva | + + -
7 links links
2. SH7 Konjunktiva | + + -
7 rechts | rechts
3. SH 9 Konjunktiva | + - -
9 rechts | rechts
4. SH 10 Konjunktiva | + - -
10 links | rechts
5. SH 10 Konjunktiva | + - -
10 rechts| links
6. P19 links| Konjunktiva + - -
links
7. P19 Konjunktiva | + - -

rechts rechts
8. P20 Konjunktiva | + - -

links links
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Fortsetzung Tabelle 15
0. P20 Konjunktiva | + - -

rechts | rechts
10. P3 Konjunktiva| + - -
11. P1 PBMC +. + -
VO7-7-
10

12. P2 PBMC + - -
VO7-7-

13. P3 PBMC + - -
VO7-8-

14. P4 PBMC + 3 .
VO07-8-
4

15. P5 PBMC + n 5
V07-8-
21

Die eigentlichen-situ-Hybridisierung wurde wie in Kapitel 3.2.6.6 beseben durchgefihrt.
Als Sonde diente eine Digoxigenin- d-UTP-markiefHV-5-Gesamtsonde (EHV-5-
Stamm:p48, Gesamt-DNA:0,5ng/ul), (3.2.6.4). Die Wase der in-situ-Hybridisierung
werden im Folgenden in Form von mikroskopischen nabimen dargestellt. Als
Positivkontrolle (Abbildung 17) dienten EHV-5 inkzte ED- Zellen, welche bei jedér-
situ-Hybridisierung mitgefiihrt wurden. Als Negativkooite (Abbildung 18) wurden

nichtinfizierte ED- Zellen bei jedeén-situ-Hybridisierung mitgefuhrt.
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Abbildung 17: Ergebnisse den-situ-Hybridisierung: Infizierte ED-Zellen dienten als
Positivkontrolle.

Die Pfeile markieren Hybridisierungsprodukte in

EHV-5 infizierten ED-Zellen auf die EHV-5-Sonde.

Infizierte ED-Zellen, welche auf beschichtete Oljgiger
zytozentrifugiert wurden, dienten als Positivkotiego

Legende: VergroRerung 50x
EHV-5 Sonde: 0,5 ng/ul

Kein Filter benutzt
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Abbildung 18: Ergebnisse démn-situ-Hybridisierung: Nichtinfizierte ED-Zellen dienteals

Negativkontrolle.

Nichtinfizierte ED-Zellen, welche auf beschicht&@bjekttrager

zytozenttrifugiert wurden, dienten als Negativkolig.
Legende: VergroRerung 50x

EHV-5 Sonde: 0,5 ng/ul

ED- Equine Dermalzellen

Kein Filter benutzt

In den Konjunktiven des linken (Abbildung 19, Alzhihg 20) und rechten Auges (Abbildung
24), (SH 7) konnten Hybridisierunsprodukte in Foram lila gefarbten Zellen auf die EHV-
5-Sonde dargestellt werden. Auf diesen Bilderneist gut angefarbter, deutlich sichtbarer
Zellgewebsverband erkennbar, bei dem es sich unodiere Bindegewebsschicht, Lamina
propria der Konjunktiva palpebralis, handelt. Umahen Zelltyp es sich genau handelt, kann
ohne die Durchfihrung von Spezialmethoden (z.B. uministochemie) nicht gesagt werden.
Die Konjunktivalgewebe beider Augen waren im Valfehittels nPCR EHV-5 negativ
gestestet worden (Tabelle 20). In der Arbeitsgruppeine Herpesviren unter der Leitung
von PD Dr. K. Borchers waren diese Gewebe mitt&d¢R EHV-2 und EHV-5 positiv
gestestet worden und wurden deshalb auch fir desertation ausgewahlt (Tabelle 20). In
den  Paraffinschnitten Nr. 3-10 der Konjunktivalgbee konnten  keine

Hybridisierungsprodukte auf die EHV-5-Sonde pesitu-Hybridisierung detektiert werden
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(Abbildung 21, Abbildung 22). Um Kreuzreaktionenr deHV-5-Sonde mit dem EHV-2-
Genom abzuklaren, welche aufgrund der genetischemvahndtschaft beider Viren nicht
auszuschliel3en waren, musste nmasitu-Hybridisierungen mit einer EHV-2-Sonde und eine
virusspezifische PCR durchfuhren. In den PBMC kennh P1 (V07-7-10) und in P5 (VO7-
8-21) Hybridisierungsprodukte auf die EHV-5-Sondeer pin-situ-Hybridisierung
nachgewiesen werden (Abbildung 25, Abbildung 26biflung 28). In diesen Abbildungen
sieht man einen deutlich angefarbten Zellverbammhemy man nicht sagen kann, um welche
Art von Leukozyten es sich handelt. Um Genaueres extahren, musste man
Spezialmethoden, wie z.B. immunhistochemische Wotdrungen, durchfiihren. Die PBMC-
Proben P2, P3 und P4 zeigten keine Hybridisiermogskte auf die EHV-5-Sonde
(Abbildung 27). In den PBMC P1 bis P5 konnte EH\p&r nPCR nicht nachgewiesen

werden.



Ergebnisteil 102

Abbildung 19: Ergebnisse dein-situ-Hybridisierung: Darstellung der Konjunktiva
palpebralis des linken Auges von Pferd SH 7, welcheVorfeld mittels nPCR EHV-5
negativ getestet wurde.

Die Pfeile markieren Hybridisierungsprodukte auf deHV-5-

Sonde in Konjunktivalgewebe.

Legende: VergroRerung 50x
EHV-5 Sonde: 0,5 ng/ul
Kein Filter benutzt.
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Abbildung 20: Ergebnisse dein-situ-Hybridisierung: Darstellung der Konjunktiva
palpebralis des linken Auges von Pferd SH 7, welcheVorfeld mittels nPCR EHV-5
negativ getestet wurde.

Die Pfeile markieren Hybridisierungsprodukte aué @HV-5-Sonde in

Konjunktivalgewebe.

Legende: VergroRerung 100x,
EHV-5 Sonde: 0,5 ng/ul
Kein Filter benutzt.
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Abbildung 21: Ergebnisse dein-siti-Hybridisierung: Darstellung der Konjunktiva
palpebralis des linken Auges von Pferd SH 8, welcheVorfeld mittels nPCR EHV-5

negativ getestet wurde.

In dieser Abbildung ist Konjunktivalgewebe dargéste

in dem sich kein Hybridisierungssignal auf die EB\Gonde
zeigte.
Legende: MG- Muskelgewebe

Vergrof3erung 50x

EHV-5 Sonde: 0,5 ng/ul

Es wurde ein Blaufilter benutzt.




Ergebnisteil 105

Abbildung 22: Ergebnisse dein-situ-Hybridisierung: Darstellung der Konjunktiva

palpebralis eines Ponys, welche im Vorfeld mittdlCR EHV-5 negativ getestet wurde.

MG BG

In dieser Abbildung sind keine Hybridisierungsprkiguauf die EHV-5-Sonde
darzustellen.
Legende: G- Gefaly

BG- Bindegewebe

MG- Muskelgewebe

VergrofRerung 50x,

EHV-5 Sonde: 0,5 ng/ul

Es wurde ein Blaufilter benutzt.
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4.3.2.2 Ergebnisse zum Nachweis von EHV-5 in Zellen desj#mktivengewebes und in
PBMC perin-situ-Hybridisierung

In den Paraffinschnitten der Konjunktivalproben vBferd SH 7 war auffallig, dass sich
Hybridisierungsprodukte auf die EHV-5-Sonde par@#nin der Lamina propria der
Konjunktiva palpebralis darstellten. Um welche 2glles sich dabei handeln kdnnte, wird in
Kapitel (5.2) naher erlautert. Die Blutproben voferg P1 (V07-7-10), (Abbildung 25,
Abbildung 26) und Pferd P5 (V07-8-21), stelltenipkere Blutleukozyten (PBMC) dar, in
denen Hybridisierungsprodukte auf die EHV-5-Sondeéttets in-situ-Hybridisierung
detektiert werden konnten. In den PBMC von Pferd Zeéfgten sich zusatzlich Granula
ahnliche Gebilde, die mdglicherweise Hybridisierspigpdukte auf die EHV-5-Sonde
darstellten (Abbildung 28). Kreuzreaktionen der EBRSonde mit dem EHV-2-Genom
aufgrund der genetischen Verwandtschaft beidernyitmspezifische Reaktionen und/oder
Artefakte konnten jedoch nicht ausgeschlossen weider weiteren Aufklarung misste man

in-situ-Hybridisierungen mit einer EHV-2-Sonde und virussfische PCR durchfihren.
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Abbildung 23: Ergebnisse dein-siti-Hybridisierung: Darstellung der Konjunktiva
palpebralis des rechten Auges von Pferd SH 7, weloh Vorfeld mittels nPCR negativ

getestet wurde.

Ubersichtsaufnahme von einem EHV-5 infiziertem

Konjunktivalgewebe von Pferd SH 7.

Legende: G- Gefal3e (Venen)
VergroRerung 25x
EHV-5 Sonde: 0,5 ng/ul
Kein Filter benutzt.




Ergebnisteil 108

Abbildung 24: Ergebnisse dein-situ-Hybridisierung: Darstellung der Konjunktiva
palpebralis des rechten Auges von Pferd SH 7, weloh Vorfeld mittels nPCR EHV-5
negativ getestet wurde.

Durch die Pfeile werden Hybridisierungsprodukte @diefEHV-5-Sonde in
Konjunktivalgewebe dargestellt.

Legende: BG- Bindegewebe
G- GefalRe (Venen)
VergroRerung 50x,
EHV-5 Sonde: 0,5 ng/ul
Kein Filter benutzt.
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Abbildung 25: Ergebnisse daer-situ-Hybridisierung: Darstellung der PBMC von
Pferd VO7-7-10, welche im Vorfeld mittels nPCR EF\iegativ getestet wurden.

Die Pfeile markieren Hybridisierungsprodukte awd di
EHV-5-Sonde in PBMC.
Legende: A- Artefakt

VergroRerung 50x,

EHV-5 Sonde: 0,5 ng/ul

Kein Filter benutzt.
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Abbildung 26: Ergebnisse der-situ-Hybridisierung: Darstellung der PBMC von
Pferd VO7-7-10, welche im Vorfeld mittels nPCR EF\iegativ getestet wurden.

Die Pfeile markieren Hybridisierungsprodukte awd BHV-5-Sonde in PBMC.
Legende: VergréRerung 100x,

EHV-5 Sonde: 0,5 ng/ul

Es wurde ein Blaufilter benutzt.
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Abbildung 27: Ergebnisse dar-situi-Hybridisierung: Darstellung der PBMC von Pferd
V07-7-6, welche im Vorfeld mittels nPCR EHV-5 négaetestet wurden.

In dieser Abbildung lassen sich keine Hybridisigrsprodukte auf die EHV-5-Sonde

nachweisen.
Legende: VergrofRerung 50x,
EHV-5 Sonde: 0,5 ng/ul
Es wurde ein Grinfilter benutzt.
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Abbildung 28: Ergebnisse der-situ-Hybridisierung: Darstellung der PBMC von
Pferd VO7-8-21, welche im Vorfeld mittels nPCR EH\iegativ getestet wurden.

Die Pfeile markieren mdgliche Hybridisierungsprotguiiuf die EHV-5-Sonde in Granula
ahnlichen Gebilden, welche sich in PBMC befinden.
Legende: VergroRerung 50x,

EHV-5 Sonde: 0,5 ng/ul

Es wurde ein Blaufilter benutzt.

Mittels der Methode der in-situ-Hybridisierung kaen erstmals Hybridisierungsprodukte
auf eine EHV-5-Sonde in PBMC dargestellt werden.
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5. Diskussion

Der erste Teil der Diskussion beschaftigte sich aeit Verbreitung, Bedeutung des EHV-5
und dem Einfluss von Impfstoff und Immunmodulataf die Prasenz des EHV-5. Weiterhin
wurde auf virale Doppelinfektionen mit dem EHV-1;2und dem EHV-5 eingegangen.
Hierfir wurden von Pferden der Untersuchungsgrufppmit Ausnahme der Gruppe P,
Blutproben, Augen- und Nasentupferproben durch &rme in Deutschland enthnommen,
diese dem Institut fur Virologie zugesandt und pBICR auf das EHV-2 und das EHV-5
untersucht (5.1). Im zweiten Teil der Diskussionrdeuder Zell- und Gewebetropismus des
EHV-5 im Auge und in peripheren Blutleukozyten (PB8Mbetrachtet. Daflr wurdegpost-
mortem Gewebe der Untersuchungsgruppe 2 und PBMC der @ruBp aus der
Untersuchungsgruppe 1 mittels nPCR und mitteldvtethode dein-situ-Hybridisierung auf
EHV-5 untersucht (5.2). Im dritten Teil der Diskissswurden die Schlussfolgerungen (5.3)
aus dieser Arbeit dargestellt und zuletzt ein Awgbauf weitere Forschungsvorhaben (5.4)

gegeben.

5.1 Verbreitung, Bedeutung und der Einfluss von Imfifstod Immunmodulator auf die
Prasenz des EHV-5 sowie der Einfluss viraler Dojpektionen mit dem EHV-1,-2,-4
auf das Equine Herpes Virus Typ 5

5.1.1 Verbreitung des Equinen Herpesvirus Typ 5

Wie im Vorfeld erlautert wurde, kommt das EHV-5 wedit vor. Das Virus wurde in der
Schweiz (Franchini, Akens et al. 1997), in Neuse®lg§Dunowska, Meers et al. 1999),
(Dunowska, Wilks et al. 2002), in Ungarn, in SchemedNordengrahn, Merza et al. 2002)
und in Sudkalifornien (Bell, Balasuriya et al. 2006t virusspezifischer PCR nachgewiesen.
In dieser Arbeit sollte die Verbreitung des Equindarpes Virus Typ 5 mit folgenden
Fragestellungen erértert werden:

~,Kommt EHV-5 in Deutschland vor?

Wie haufig kommt es vor?

Kann es in PBMC, Augentupfern und Nasentupfern gasiesen werden?*.

Die Gruppe der kranken Pferde und die Gruppe dsurgken Pferde mit Gesamt-n=125
wurden zur Beantwortung der Fragestellungen hemygm. Von den PBMC-, Augen- und
Nasentupferproben wurden PCR-Analysen durchgefuhmtErgebnisse zur Verbreitung des
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EHV-5 zu erlangen. Das Equine Herpes Virus Typ Sdeuin dieser Arbeit bei 27,2%
(34/125) der untersuchten Pferde nachgewiesen. rdaffle wurde EHV-5 in dieser
Dissertation haufiger bei klinisch kranken Pferd@8/34), vor allem bei augenkranken
Patienten (25/34), als bei klinisch gesunden (6FFé¢jden detektiert. Das unterstitzt aktuelle
Studien von Fetsch, die das EHV-5 Genom haufigerkiemken als im gesunden Auge
mittels NnPCR nachweisen konnte (Fetsch 2007). keem Studien wurden PBMC und
Augentupfer als Probenmaterialien fur gesunde uadke Pferden préaferiert (Nordengrahn,
Merza et al. 2002), (Borchers, Ebert et al. 2008¢se Aussage kann mit den Ergebnissen
aus dieser Dissertation bestatigt werden, da sicheser Arbeit PBMC und Augentupfer als
geeignete Probenmaterialien bei gesunden und aragekgn Pferden bewiesen haben. Bei
Augentupferproben wurden in dieser Dissertatiormedrt Cytobrushproben (90/101) als
Wattetupferproben eingesandt (11/101). Es ersch@mmvoll bei augenkranken Pferden
Cytobrushproben und PBMC als Probenmaterialien eowenden. In einer aktuellen
Dissertation konnte das EHV-2 signifikant haufigar Cytobrushproben (17/28) als in
Wattetupferproben (6/28) bei 28 augenkranken Pferdechgewiesen werden (Ebert 2006).
Aul3erdem zeigte der Cytobrush gegeniber dem Wptégteine hohere Sensitivitat (Ebert
2006).

Das EHV-2 konnte bei Jahrlingen und bei Fohlen ragpiratorischen Erkrankungen in
PBMC und Nasentupfern und mit ophthalmolgischenrd&rkungen in Augentupfern in
detektiert werden (Thein 1978), (Wang, Raidal e2@D7). Die Rolle des EHV-5 bei Fohlen
und Jahrlingen mit respiratorischen und ophthalgistthen Erkrankungen ist dagegen noch
nicht geklart. Da in dieser Dissertation nur ad&lferde mit einem Durchschnittsalter von 11
Jahren untersucht wurden, konnen uber die Rolle BEY-2 und des EHV-5 bei
ophthalmologischen und respiratorischen Erkrankangei Fohlen keine neuen Daten
geliefert werden. In verschiedenen Verdéffentlichemgvurde jedoch diskutiert, dass EHV-2
und EHV-5 im spaten Fohlenalter in PBMC und Nagefetitn (Nordengrahn, Merza et al.
2002), (Wang, Raidal et al. 2007) bzw. bei jungéerden (Wilcox 2001), (Bell, Balasuriya
et al. 2006) vermehrt detektiert wurden. Auch Wilagies das EHV-2 und das EHV-5 in
Fohlen (70/90) und in experimentell infizierten délgen in Nasentupfern (14/14) nach
(Wilcox 2001). Warum die Equinen Herpes Viren 2 Gniddufiger im spaten Fohlenalter und
bei Jahrlingen nachgewiesen werden, konnte darkiérerwerden, dass das Immunsystem
von Fohlen und Jahrlingen in diesem Entwicklungsata noch nicht vollstandig ausgebildet
ist (Dietz 2006) und in Folge dessen Virusinfekéinrsich leichter manifestieren kénnen, da

bei Fohlen und Jahrlingen vorher noch keinen Amtigaitakt mit dem Virus vorhanden war.
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Im Gegensatz dazu, ist bei adulten Tieren das Insysiem schon vollstandig ausgebildet. In
dieser Arbeit zeigte sich, dass die meisten EHVRE &EHV-5-Infektionen im Zeitraum
Januar bis Juni auftraten, wobei im Zeitraum JabimiMarz geringfiigig mehr EHV-2 und
EHV-5-Infektionen nachgewiesen werden konnten, s Zeitraum April bis Juni
(Ergebnisse nicht dargestellt). In der zweiten téadies Jahres hingegen, konnten EHV-2 und
EHV-5 im Zeitraum 2005-2007 kaum detektiert werdeadurch dass das Immunsystem von
Pferden zum Saisonwechsel ohnehin geschwachtafsish der Saison, durch Fellwechsel,
Wetterumschwung, Weideaustrieb und andere Faktd@men sich EHV-2 und EHV-5-
Infektionen in diesem Zeitraum leichter manifesrerals in der Saison. Weiterhin spielt die
Pferdehaltung eine wichtige Rolle. Werden Jung- Afttlere zusammen auf einer Weide
gehalten, entsteht einer héherer Infektionsdruaksavohl Jungtiere bei Erstkontakt mit dem
Virus, als auch Alttiere als Latenztrager des Viidisses ausscheiden.

5.1.2 Bedeutung des EHV-5

Im Zusammenhang mit respiratorischen und ophthagiethen Symptomen wurde das
Auftreten von EHV-5 vermehrt diskutiert (DunowsKdgeers et al. 1999), (Kridewagen
2001). In dieser Dissertation sollte geklart werdeb EHV-5 im Zusammenhang mit
respiratorischen, ophthalmologischen und unspehiéis Symptomen auftritt und ob es dabei
in PBMC, Augen- und Nasentupfern mittels nPCR nawhgsen werden kann. Fir diese
Fragestellung wurde die Gruppe der kranken Pfedd2) (mit einer Gesamtzahl von 107
Pferden untersucht. Die Proben, wobei es sich uot-BAugen- und Nasentupferproben
handelte, wurden aufgearbeitet und anschlieReneélmitPCR auf EHV-5 untersucht. EHV-5
konnte nicht im Zusammenhang mit respiratorischgm@omen diagnostiziert werden. Das
konnte moglicherweise daran liegen, dass respisatte Erkrankungen nur bei sechs von
125 Fallen diagnostiziert wurden und somit zu weniBferde mit respiratorischen
Erkrankungen fur eine Auswertung zur Verfigung dém AulRerdem wurden zu wenige
Nasentupfer und kein Tracheobronchialsekret alsggete Probenmaterialien eingesandt.
Auch andere Autoren diskutierten den Zusammenhangschen respiratorischen
Erkrankungen und dem Auftreten von EHV-5. Wahrendoviing das EHV-5 im
Zusammenhang mit respiratorischen Symptomen detédi konnte (Browning und Studdert
1987), konnten Dunowska und Wang dies nicht bgsdt(Dunowska, Meers et al. 1999),
(Wang, Raidal et al. 2007).

Mit einer Prozentzahl von 76,6 % (82/107) konnterdieser Dissertation bei den kranken

Pferden ophthalmologische Symptome diagnostizierden. Das EHV-5 liel3 sich mit 30,5
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% (25/82) bei diesen augenkranken Patienten nasbweind wurde dabei vor allem in
Cytobrushproben detektiert. Da in dieser Arbeiteinesentlich sensitivere (Nachweisgrenze:
1fg gereinigte Virus-DNA) nPCR angewandt wurde, ialsden Studien von Kridewagen
(Kriidewagen 2001) und Besthorn (Besthorn 2002)egebe Ergebnisse dieser Dissertation
Hinweise auf eine Beteiligung des EHV-5 an der Bgémese von entzindlichen
Augenerkrankungen (Fetsch 2007), auch wenn andabdikBtionen EHV-5 signifikant
(p<0,5) haufiger in gesunden als in Pferden mituskeratitiden detektierten konnten
(Besthorn 2002). Im Zusammenhang mit unspezifischgmptomen konnte das EHV-5 zu
15,7 % (3/19) in Tupferproben detektiert werdenedei geringe Prozentzahl lasst sich so
erklaren, dass von 107 klinisch kranken Pferdenl®uPferde vorberichtlich unspezifische

Symptome zeigten.

5.1.3 Der Einfluss von Impfstoff und Immunmodulator sowigaler Doppelinfektionen
von EHV-1,-2,-4 auf die Prasenz des Equine Herpasviyp 5

Damit das Virus in einem infizierten Wirt persiséa kann, ist die Etablierung und
Aufrecherhaltung der Latenz eine sehr wichtige Bsghaft der Viren. Fiur die Mdglichkeit
des Virus einen neuen Wirt zu infizieren, muss esktiviert werden. AulR3erdem ist die
Reaktivierung des Virus wichtig, um Reservoire datent infizierten Zellen in einem
chronisch infizierten Wirt zu erhalten (Thorley-Lson 2001), (Cesarman 2002), (Kuppers
2003), (Grundhoff und Ganem 2004), (Thorley-Lawsamd Gross 2004).Verschiedene
Gammaherpesviren besitzen unterschiedliche LatenzorWahrend das murine
Gammaherpesvirus B- Lymphozyten, Makrophagen unttirtesche Zellen als Latenzorte
praferiert (Sunil-Chundra, Efstathiou et al. 199@®uppers 2003), bevorzugt das HCMV
myeloide Vorlauferzellen, glatte Muskelzellen unddithelzellen (Jarvis und Nelson 2002).
Latente EHV-5- Infektionen konnten zu 88% in PBMC6-Monate alten Fohlen mittels Co-
Kultivation und nPCR detektiert werden (Bell, Baidaga et al. 2006).

In dieser wissenschatftlichen Arbeit sollte untederem untersucht werden, ob die Impfung
mit Resequin NN PIfs und die immunmodulatorische Behandlung mit Zyl@x&inen
Einfluss auf die Prasenz des EHV-5 haben. Zur Beaming dieser Fragestellung wurden
PBMC der 18 gesunden Pferde nPCR-analytisch auf -BHw¥htersucht. Zum ersten
Zeitpunkt der Beprobung waren alle Pferde wederdrin Impfstoff Resequin NN Pftis
noch mit dem Immunmodulator ZyleRivehandelt worden. Das EHV-5 konnte zu diesem
Zeitpunkt zu 33,3 % (6/18) in PBMC der untersuchiefarde detektiert werden. Nach vier

Wochen wurden dieselben 18 Pferde unter denselbdm@ungen erneut beprobt. Zu diesem
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Zeitpunkt waren die Tiere dreimal mit ZyleXiand einmal mit Resequin NN Pfubehandelt
worden. Dieses Mal liel3 sich EHV-5 nur einmal (5)6%d bei keinem der Pferde, die zuvor
auf EHV-5 positiv getestet wurden, detektiertered®i Ergebnisse lassen vermuten, dass das
EHV-5 bei den anfangs sechs EHV-5 positiv gestestdtieren eliminiert oder unter die
PCR-Nachweisgrenze reduziert wurde. Die moglichémiBlerung des Virus konnte
vermutlich mit einer Aktivierung der unspezifischa@bwehr durch Zylexi8 einhergegangen
sein. Es kann aber auch nicht ausgeschlossen wetdes das Virus rein zufallig nicht mehr
nachgewiesen werden konnte. Hierzu miusste weitersckungsarbeit geleistet werden.
Weiterhin sollte erwahnt werden, dass es aus legistn Grinden nicht mdglich war, diesen
Versuch an einer Test-und Kontrollgruppe durchztéiihEs stand nur eine Testgruppe zur
Verfiigung. Eine andere Dissertation untersuchte Wieksamkeit des Immunmodulators
Zylexis® zur Prophylaxe von Lungenabzessen bei Fohlen, wBb&estgruppen mit 45
Fohlen und eine Kontrollgruppe mit 44 Fohlen zurrfilgung stand (Baumann 2006).
Hinsichtlich der Erkrankung und dem Schweregrad &ekrankung ergab sich kein
signifikanter Unterschied zwischen Fohlen der Taestd der Kontrollgruppe (Baumann
2006). Somit konnte in der Dissertation von Baumaum einen kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Applikation von Zylexid der Heilung von Lungenabzessen
formuliert und zum anderen auch kein Unterschiedsawen Test- und Kontrollgruppe
dargestellt werden (Baumann 2006).

Eine weitere wichtige Fragestellung war, ob virBleppelinfektionen mit dem EHV-1,-2,-4
einen Einfluss auf die Préasenz des EHV-5 habeneiher friiheren Studie wurde das
gemeinsame Vorkommen von EHV-2 und EHV-5 nachgeme®unowska, Meers et al.
1999). Die meisten der 114 untersuchten Fohlenaglmten Pferde waren mit beiden Viren
infiziert (Dunowska, Meers et al. 1999). Nordengrdieschrieb 2002 eine Coinfektion von
EHV-2 und EHV-5, wobei EHV-5 mit einer geringerematalenz auftrat, als EHV-2
(Nordengrahn, Merza et al. 2002). In einer and&terie konnten beide Viren mittels nPCR
bei 16 von 185 untersuchten Augen augenkrankerauggngesunder Pferde nachgewiesen
werden. Auffallig war hier, dass beide Viren h&afigm gesunden Auge als im kranken
Auge auftraten (Besthorn 2002). In dieser Dissematvurden beide Stichproben, mit
Gesamt-n von 125 auf EHV-2 und EHV-5 per nPCR wnignt. Funf (4%) von 125 Pferden
waren EHV-2 und EHV-5 doppelt infiziert. Von dies@imf doppelt infizierten Pferden,
wiesen drei ophthalmologische Symptome auf undEtdg-2 und das EHV-5 wurden bei
den ophthalmologisch erkrankten Pferden in Augdetup(Cytobrushs) detektiert. Ob die

beiden Gammaherpesviren durch gegenseitige Bes#uihg zu ophthalmologischen
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Erkrankungen fihren, kann nicht ohne Zweifel festgit werden, da Doppelinfektionen mit
beiden Viren bei augenkranken Pferden nur in dogi 25 Féllen detektiert wurden. Auch
Kriidewagen (Kriidewagen 2001) wies das EHV-2 undEtéig-5 gemeinsam nur bei einem
von 15 gesunden Pferden nach (Kridewagen 2001).

PBMC sind als Latenzort fur beide Viren beschrieb@eubel, Crabb et al. 1995),
(Dunowska, Meers et al. 1999), (Bell, Balasuriyale006), worauf es auch in dieser Arbeit
Hinweise gibt. So waren zwei von funf EHV-2 und Ef3Vdoppelt infizierten Pferden
klinisch gesund und EHV-2 und EHV-5 wurden hiePBBMC nachgewiesen. Fiur das EHV-2
wurde weiterhin Konjunktivalgewebe als Latenzonvahnt (Kershaw, von Oppen et al.
2001; Borchers, Ebert et al. 2006). Die erfolgrethPCR-Nachweise von EHV-5 in
Cytobrush lassen vermuten, dass auch EHV-5 in dejuQktiva moglicherweise in latenter
Form vorliegen kann. PBMC und Cytobrush solltenetais Probenmaterialien bei gesunden
und kranken Pferden zur Detektion von EHV-2 und Ebbenutzt werden.

Bei keinem der 125 Pferde konnten Doppelinfektiongih dem EHV-1 und dem EHV-5
sowie dem EHV-4 und dem EHV-5 in PBMC per PCR nagligsen werden.

EHV-5 scheint an der Pathogenese von Augenerkraygtumeteiligt zu sein. Wenn es im
Zusammenhang mit ophthalmologischen Symptomen ea@sen wird, scheinen
Augentupferproben, vor allem Cytobrush aufgrund déheren Sensitivitdt gegenuber
Wattetupfern (Ebert 2006), aber auch PBMC sowohl kbmisch kranken als auch bei
klinisch gesunden Pferden, da sie einen Latenzdrt das EHV-5 darstellen, als
Probenmaterialien sinnvoll. Durch die Aktivierungrdunspezifischen Abwehr durch den
Immunmodulator Zylexfskann das EHV-5 méglicherweise aus PBMC klinischugesr

Pferde eliminiert werden.
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5.2 Gewebe- und Zelltropismus des Equinen HerpesviypssT

Der letzte Teil dieser wissenschaftlichen Arbeitteanégliche Anhaltspunkte in Bezug auf
den Zelltropismus des EHV-5 liefern. PBMC wurdes batenzorte fir EHV-5 beschrieben
(Bell, Balasuriya et al. 2006), die Detektion voH\E5 in Augengewebe beschrénkt sich auf
PCR- Analysen von Tupferproben (Kridewagen 20@gsthorn 2002). Da man mit dieser
Dissertation Daten zum Gewebe-und Zelltropismus EétV-5 liefern wollte, wéahlte man
die Methode derin-situ-Hybridisierung. Einer der bedeutendsten Vorteiler ah-situ-
Hybridisierung ist, dass die gesuchte DNA nichtparéert werden muss, sondern direkt in
den (infizierten) Zellen markiert werden kann. Somignet sie sich fur histopathologische
Studien. Ein Nachteil dieser Methode ist die gepenider PCR wesentlich geringere
Sensitivitat. Der Versuch EHV-5 mittels-situ-Hybridisierungaus Paraffinschnitten von
Konjunktivalgewebe zu detektierten, wurde bisher ainmal beschrieben (Fetsch 2007).
Durch die Methode dernin-situ-Hybridisierung sollte versucht werden, das EHV-5-
Virusgenom aus Konjunktivalgewebe und PBMC zu Iskaten und detektieren. Die
Paraffinschnitte wurden anhand ihrer im Vorfeld egé¢ten EHV-2 und EHV-5 nPCR-
Ergebnisse ausgewahlt, um positive und negative triiben zu haben. Die
Konjunktivalschnitte wurden zuerst mittels Beta-fAklPCR und dann mittels nPCR auf
EHV-5 untersucht. Das Zellstrukturgen Beta-Aktinnkte in allen Proben nachgewiesen
werden. Trotz funktionierender Kontrollen konnte \EH in keiner der getesteten
Konjunktivalschnitte mittels nPCR detektiert werdddas konnte darauf hinweisen, dass
maoglicherweise vorhandene Virus-DNA wéhrend desefimgs- und Praparationsprozesses
der Paraffinschnitte degradiert wurde und nur niockleinen Fragmenten vorliegt (Korinth,
Donhuijsen et al. 2004). So gelang Gerst et al.Ddeektion von EHV-1 aus jahrealten, in
Paraffin eingebetteten, wenigen Plazentagewebentelmitin-siti-Hybridisierung bei
gleichzeitig negativer, virusspezifischer nPCR &eBorchers et al. 2003). Die von Gerst
(Gerst, Borchers et al. 2003) angewandte EHV-1-Riid&kdas ICP 0-Gen nachweist, war mit
einer Nachweisgrenze von 0,8 fg viraler DNA nur esentlich sensitiver als die hier
verwendete EHV-5-gb-nPCR (Nachweisgrenze: 1,0 fepiggte Virus-DNA), (Borchers,
Frolich et al. 1999). Die Gro3e der Amplifikate asten Runde, die entscheidend fur einen
erfolgreichen Nachweis viraler Sequenzen der khes Probenmaterialien ist, betrug dort
388 bp und war bei der hier eingesetzten EHV-5-nP@R1328 bp sogar deutlich groéRer.

Daher sollte man in weiteren Forschungsvorhabesuegen, fur die Detektion von EHV-5
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per nPCR virusspezifische Primer zu verwendenKkldimere Genbereiche amplifizieren. In
dieser Arbeit wurde stattdessen versuchtipeitu-Hybridisierung mit Oligosonden, die den
gesamten viralen Genombereich abdecken, einengdnmsnnachweis zu fihren, auch wenn
die Technik weniger sensitiv als die PCR ist. Ims@imuss wurden die Paraffinschnitte der
Konjunktivalgewebe und zytozentrifugierten PBMC-HB&n, welche ebenfalls im Vorfeld
mittels nPCR auf EHV-5 untersucht wurdem-situ-hybridisiert. Bei jederin-situ-
Hybridisierung wurde eine Positivkontrolle mit EHB/-infizierten ED-Zellen und eine
Negativkontrolle mit nichtinfizierten ED-Zellen rgeefihrt. Obwohl die Interpretation vam-
situ-Hybridisierungsversuchen eines erfahrenen Untbesgcbedarf, deuten die Ergebnisse
des Pferdes SH 7 darauf hin, dass EHV-5 in dendgjedlebshéuten beider Augen (links und
rechts) prasent ist. Hier liel3en sich Hybridisiggprodukte mittels EHV-5-Sonde darstellen.
Durch die nPCR konnte EHV-5 in dieser Arbeit ausn dBindegewebshauten der
Konjunktivalschnitte nicht detektiert werden. Ausgdlt wurden die Paraffinschnitte des
Pferdes SH7, weil das frische Augengewebe per niRCR/orfeld in der Arbeitsgruppe
Equine Herpesviren unter der Leitung von PD DrB&rchers, EHV-2 und EHV-5 positiv
getestet worden war (Fetsch 2007). Aus der Digsemtason Fetsch (Kapitel 3.2.3) geht
hervor, dass die Pferde keinerlei Symptome einggefAentziindung zeigten. Somit konnte
man das Auftreten von EHV-5 durch ein akutes GdseheusschlieRen und vermuten, dass
das Virus latent in der Konjunktiva palpebralis kanmt. Der Infektionsweg des Virus zu
diesem Ort kdnnte folgendermal3en aussehen. EindidWikegit ware, dass das Virus Uber den
Respirationstrakt in den Organismus gelangt und sit respiratorischen Epithel vermehrt.
Nimmt man in dieser Periode Nasentupfer misste sidas Virus mittels
molekularbiologischer Methoden nachweisen lasseamnDverbreitet sich das EHV-5 Uber
die Blut- und Lymphbahn im Organismus des Wirted gelangt Gber Endothelzellen des
Gefal3systems oder Uber dendritische Zellen zum AHgee Alternative wéare, dass das
EHV-5 Uber das Auge in den Organismus eintritt,hsion Konjunktiven und/oder
Korneagewebe vermehrt (Nachweis aus Cytobrushtupfend Uber dendritische Zellen,
welche als unreife Zellen aus dem Blut in das Aggevebe einwandern und dort ihre
Verastelungen bilden (Schutt 2006), Uber den Triévesenkanal zum Respirationstrakt
transportiert wird. Da die Hybridisierungsproduktef die EHV-5-Sonde in der Nahe von
GefalRen detektiert wurden, kénnte es sich bei ddlerz moglicherweise um Endothelzellen
handeln. Es wéare also durchaus denkbar, dass EHWV-Endothelzellen persistiert.
Verschiedene Gammaherpesviren persistieren in disctien Zellen (Flano, Husain et al.
2000). In einer aktuellen Studie wurden EHV-2 dmche Signale mittelsin-situ-
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Hybridisierung in Langerhans- Zellen detektiert (@wers, Ebert et al. 2006). Aufgrund der
genetischen Verwandtschaft beider Viren ist dieehatdes EHV-5 in dendritischen Zellen
und in Kornea, Konjunktival- und respiratorischesw@&be sehr nahe liegend. Die Methode
der in-situ-Hybridisierung zur Detektion von EHV-5 in PBMC werdh dieser Dissertation
erstmals durchgeftihrt. In den PBMC-Proben, von&de&hn P1 (V07-7-10) und P5 (VO7-8-
21) konnten Hybridisierungsprodukte auf die EHV-én8e mittelsin-situ-Hybridisierung
dargestellt werden. In den PBMC von Pferd P5 zseigtsich zusatzlich
Hybridisierungsprodukte auf die EHV-5-Sonde in Gidanahnlichen Gebilden. Da die
PBMC-Proben von beiden Pferden mittels nPCR EH\é&§ativ waren, muss nun diskutiert
werden, ob es sich bei den Hybridisierungsproduktdrdie EHV-5-Sonde um unspezifische
Signale handelt. Da das PBMC-Probenmaterial frmohDetektion von EHV-5 eingesetzt
wurde, hatte man mit grof3er Sicherheit EHV-5, sofs in den PBMC vorhanden gewesen
ware, detektiert. Mdglicherweise beruhen die fidwin Signale auf einer Kreuzreaktion der
EHV-5 Gesamtsonde mit homologen Sequenzen im aedinlGenom, wie etwa dem Virokin
IL-10 (Telford, Studdert et al. 1993).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die hielegtaye Ergebnisse keine eindeutigen
Nachweise von EHV-5 in Konjunktiven und PBMC ergab#&eitere Studien an frischen
Augengeweben erkrankter und gesunder Pferde salleenFrage nach dem Latenzort in
Konjunktivalgewebe, Endothel- und dendritische efellveiter nachgehen, insbesondere um

die Probennahme flr die Diagnostik zu optimieren.

5.3 Schlussfolgerungen

EVH-5 konnte sowohl in klinisch kranken als auchklmisch gesunden Pferden detektiert
werden. Wenn EHV-5 im Zusammenhang mit klinischgm@omen detektiert wurde, dann
vor allem bei Pferden mit ophthalmologischen Symmo und dabei in Cytobrushproben.
Damit verstarkt sich die Annahme, dass EHV-5 bézi@mdlichen Erkrankungen der Kornea
und/oder der Konjunktiven beteiligt sein konntendpostulierte Reaktivierung des EHV-5
durch den Einfluss von Resequin NN Plusmd dem Immunmodulator ZyleXikonnte in
dieser Arbeit nicht dargestellt werden. Die Detaktivon EHV-5 mittels in-situ-
Hybridisierung in Konjunktivalgewebeproben von kdich gesunden Pferden, verhartet den
Verdacht, dass die Bindegewebshaute auch einenighégl Latenzort fur das EHV-5
darstellen. AbschlieRend kann gesagt werden, dass Dissertation wertvolle Informationen

Uber das Vorkommen und die Bedeutung von EHV-5 @utBchland liefert, auch wenn es
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weiterhin viele offene Fragen gibt, die man mitadéerten Untersuchungen, wie sie im

Anschluss im nachsten Kapitel formuliert werdensuehen sollte zu beantworten.

5.4 Ein Ausblick auf weitere Forschungsvorhaben

In dieser Dissertation wurden Pferde im mittlerekeAvon 11 Jahren untersucht. Somit
konnte nicht erdrtert werden, ob EHV-5 und EHV-2rmeehrt im spaten Fohlenalter
auftraten, wie es einige Autoren in verschiedenenli&n beschrieben haben (Nordengrahn,
Merza et al. 2002), (Wang, Raidal et al. 2007¥olgenden Forschungsvorhaben kénnte man
klinisch gesunde Fohlen und Jahrlinge mit klinigggsunden Pferden im Alter von 8-11
Jahren vergleichen bzw. klinisch kranke Fohlen kiiitisch kranken adulten Pferden. Dazu
musste man fur alle Tiere die gleichen Bedingungemaffen (Stall, Futter, Umwelt), was
sich gut in Gestiten und Zuchtbetrieben arrangiéefe. Diese Tiere sollte man dann Uber
einen langeren Zeitraum (Frihjahr bis Herbst; Hebis Friihjahr) beobachten, untersuchen
und beproben.

In dieser Arbeit zeigte sich, dass die meisten EH\MAd EHV-5-Infektionen im Zeitraum
Januar bis Juni auftraten, wobei im Zeitraum JabimiMarz geringfiigig mehr EHV-2 und
EHV-5-Infektionen nachgewiesen werden konntenralZeitraum April bis Juni (Ergebnisse
nicht dargestellt). In der zweiten Halfte des Jahrmgegen, konnten EHV-2 und EHV-5 im
Zeitraum 2005-2007 kaum detektiert werden. Demnatlite man in spateren
Forschungsvorhaben die Jahreszeiten mit bertckgechtWenn moglich sollten auch von
allen Tieren immer die gleichen ProbenmaterialiBiut{ Augen- und/oder Nasentupfer)
entnommen werden.

In dieser wissenschaftlichen Arbeit wurde EHV-5 kinisch kranken Pferden hé&ufiger
detektiert, als in klinisch gesunden. Um diese Bnigse zu bestatigen, sollten weitere
Vergleiche zwischen klinisch gesunden Pferden uimidskh erkrankten Pferden und dem
Nachweis von EHV-5 folgen. Weiterhin konnte in dieg\rbeit nicht geklart werden, ob
EHV-5 im Zusammenhang mit respiratorischen (DunayskVilks et al. 2002) und
unspezifischen Symptomen, wie Allergie, steht. BieBragestellung sollte nachgegangen
werden. Man musste dafiir explizit Pferde, z.B. @iggkliniken, auswahlen, welche laut
Anamnese respiratorische und unspezifische Symptariveeisen. Diese Pferde sollten dann
mehrmals auf EHV-5 und EHV-2 untersucht werden. iD&HV-2 wurde von einigen
Autoren mehrmals im Zusammenhang mit respiratoeisdirkrankungen erwahnt (Borchers,
Wolfinger et al. 1997), (Wilcox 2001).
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Der Einfluss einer Impfung mit Resequin NN Plusind der Verabreichung des
Immunmodulators ZylexfSauf die Prasenz von EHV-5 wurde in dieser Dissierteerstmals
untersucht und gab Hinweise darauf, dass EHV-5 wiggiweise durch die Aktivierung der
unspezifischen Immunantwort durch Zylékigliminiert wird. Wenn man bedenkt, dass
Zylexis in der taglichen Praxis zur Stimulation despezifischen Immunmechanismen, zur
Prophylaxe von infektibsen und/oder stressbeding§idmankungen eingesetzt wird und zu
einer Reduktion der klinischen Symptomatik und \deusausscheidung bei respiratorischen
Herpes-Virusinfektion beim Pferd fuhrt, dann sottten dem Einfluss des Immunmodulators
auf die Prasenz von EHV-2 und EHV-5 nachgehen unesedh Thema weitere
Forschungsarbeiten widmen. Pferde einer Gruppéesollor und nach der Applikation des
Immunmodulators mehrmals in verschiedenen Zeitabst& untersucht werden. Die
Untersuchungen sollten immer an denselben Pferdggemommen werden. AulRerdem
sollten Test- und Kontrollgruppe aus derselben Ahzeon Pferden bestehen. Weiterhin
sollte man sich auf ein oder mehrere Probenmatamidéstlegen und diese dann bei jeder
Untersuchung unter gleichen Bedingungen entnehnmemnlieser Dissertation wurden nur
klinisch gesunde Pferde mit Resequin NN Plusid Zylexi§ behandelt. Interessant wére

eine Studie an Klinisch erkrankten Pferden im &gl mit klinisch gesunden Pferden.

Zum Gewebetropimus von EHV-5 konnten wichtige Hirsgemit dieser Arbeit geliefert
werden, trotzdem bleiben weiterhin verschiedengdémaffen:

.Koénnen moglicherweise Endothelzellen und/oderdilitische Zellen als Latenzorte fur
dieses Virus angenommen werden?"

Daher sollte in weiteren Studien versucht werdeay® mittels in-situ-Hybridisierung aus

Konjunktivalgewebe und PBMC zu detektierten bzws ¥arus mittels Co-Kultivierung aus

den untersuchten Proben zu isolieren.
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6.  Zusammenfassung

Virologische und molekularbiologische Studien zwerMeitung und Bedeutung von EHV-5

Infektionen beim Pferd

Die hier vorliegende Dissertation widmet sich dedButung und Verbreitung des Equinen
Herpes Virus Typ 5. Im Vordergrund stand die FrageEHV-5 in Deutschland vorkommt,
in welchen Probenmaterialien man das Virus nactemeksinn und ob es an respiratorischen,
ophthalmologischen und unspezifischen Symptomereillggt ist. Des Weiteren sollte
untersucht werden, ob Doppelinfektionen des EHVibdem EHV-1, dem EHV-2 und dem
EHV-4 vorkommen und ob ein Einfluss von Impfstoffdulmmunmodulator auf die Prasenz
des EHV-5 vorhanden ist.

Zuletzt wurden Untersuchungen zum Gewebe- undrdplimus des EHV-5 mittels nPCR

undin-situ-Hybridisierung vorgenommen.

Zur Untersuchung standen zwei Gruppen zur Verfuigdog einen die Gruppe der gesunden
Pferde, welche aus 18 Pferden bestand und zum eandie Gruppe der kranken Pferde,
welche sich aus 107 Pferden zusammensetzte. Immgesaden 125 Pferde untersucht. Fur
die Untersuchungen zum Gewebe- und Zelltropismus rdevu post-mortem

Konjunktivalgewebeparaffinschnitte von sechs vee¢nen Pferden und PBMC von 5

verschiedenen Pferden herangezogen.

EHV-5 konnte bei 34 von insgesamt 125 Pferden diertkverden. Dabei liel3 sich EHV-5
bei 6/18 klinisch gesunden Pferden in PBMC und28&107 klinisch kranken Pferden, davon
bei 25/82 augenkranken und bei 3/19 Tieren mit enfischen Symptomen nachweisen. Bei
den 25 EHV-5 positiven, augenkranken Tieren wurbié/£5 in 18 Cytobrushproben(18/90),
in zwei Wattetupfern (2/11), in sechs PBMC (6/783un zwei Nasentupfern (2/6) detektiert.
Dass die Anzahl der EHV-5 positiven, augenkrankiemd@ nicht mit der Anzahl der EHV-5
positiven Proben Gbereinstimmt, kann dadurch eriwarden, dass von einem Pferd zum Teil
mehrere Proben (Augen-, Nasentupfer und PBMC) logeiitig eingesandt und untersucht
wurden. Bei den drei EHV-5 positiven Pferden mispezifischen Symptomen wurde EHV-5
in zwei Cytobrushproben (2/90) und einmal in PBM{72) nachgewiesen.
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EHV-2 und EHV-5 Doppelinfektionen konnten bei dagigenkranken Pferden (3/82) in drei
Cytobrushproben (3/90) und bei zwei klinisch geamBferden (2/18) in zwei PBMC (2/72)
nachgewiesen werden.

Das EHV-2 Genom konnte bei 7 klinisch kranken (7)1@avon bei 5 augenkranken Pferden
(5/82), in drei Cytobrushproben (3/90) und in \Wéattetupfern (4/11) und bei zwei gesunden
Pferden (2/18) in zwei PBMC (2/72) detektiert wearde

Weiterhin konnte diese Arbeit keine Hinweise aufppelinfektionen des EHV-5 mit dem
EHV-1 und dem EHV-4 liefern.

Nach der einmaligen Behandlung von 18 Pferden ansGiuppe der klinisch gesunden
Probanden mit Resequin NN Pfuend der dreimaligen Applikation des Immunmodulsitor
Zylexis® wurde festgestellt, dass in vor der Behandlung EB-ositiven PBMC nach der

Behandlung kein Virusgenom mehr detektiert werdamke.

EHV-5 konnte in frischem Konjunktivalgewebe von eim von sechs gesunden
Schlachtpferden per nPCR detektiert werden. Pasaffinitte von post-mortem
Konjunktivalgewebe von allen sechs Pferden wurdenimp-situ-Hybridisierung mit einer
Digoxigenin-markierten-EHV-5-Genom-Sonde auf dasu¥iGenom untersucht. EHV-5
wurde in der Lamina propria der Konjunktiva pal@disr in post-morterrParaffinschnitten
von einem Pferd detektiert. Da alle Pferde per Amage klinisch gesund waren, kénnte man
vermuten, dass EHV-5 in Konjunktiven persistiert.

PBMC von 5 Klinisch kranken Pferden, welche alle \forfeld per nPCR EHV-5 negativ
getestet wurden, zeigten in zwei von funf Fallerchhan-situ-Hybridisierung mit der
Digoxigenin-markierten-EHV-5-Genom-Sonde positiigriale. Dabei handelte es sich bei
einem der zwei Pferde wahrscheinlich um unspehiéisklybridisierungsprodukte auf die
EHV-5-Genom-Sonde in Granula ahnlichen Gebilder, eventuell Kreuzreaktionen der
EHV-5-Genom-Sonde mit homologen Sequenzen im Zetnl Genom, wie etwa dem

Virokin IL-10 mit zellularen 1L-10 Sequenzen, daigtn kdnnten

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass mit aésulaten dieser Arbeit Anzeichen flr
eine Beteiligung von EHV-5 an Augenerkrankungenrb@ferd gegeben werden konnten.

Daruber hinaus kdnnten die Konjunktiven als Latenio EHV-5 vermutet werden.
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6. Summary

Virological and molecular biological studies fortpreading and the relevance of EHV-5

infections in horses

The current dissertation is dedicated to the spngaand the relevance of the herpes virus
type 5. The main question was whether EHV-5 isgmes Germany, in which diagnostic

materials and whether EHV-5 plays a decisive roleraspiratory, ophthalmologic and

unspecific symptoms. Furthermore, it was the objedb see, whether double infections with
EHV-5 and EHV-1, EHV-2 or EHV-4 occur and whetherceine and immune modulators

have influence on the presence of EHV-5

At last the tissue- and cell tropism of EHV-5 wasamined using nPCR anuh-situ-

hybridisation.

There were two investigation groups: One groupliafaally healthy horses, which consisted
of 18 animals and a second group, which consistelDd sick horses. In total 125 horses
were examined To study the tissue- and cell tropiCR andn-situ-hybridisation from
post-mortemparaffin sections of conjunctival tissues from different horses and PBMC

from five different equines were conducted.

EHV-5 was detected in 34 of 125 horses using nPBR.virus was present in 6/18 clinically
healthy horses in PBMC and in 28/107 clinicallyksicorses, especially in those with
ophthalmologic symptoms (25/82) and in 3/19 hovséls unspecific symptoms:

EHV-5 was detected in 25/82 horses with ocularaties in 18 cytobrushs (18/90), in two
cotton wool swabs (2/11), in six PBMC (6/72) andwo nasal swabs (2/6). The number of
the EHV-5 positive horses with ocular diseases dussmatch the number of the EHV-5
positive samples, because one or more sampless(egles, nasal swabs, PBMC) per horse
were sent at a time and examined. EHV-5 was preseriiree horses with unspecific
symptoms in two cytobrushs (2/90) and in one PBNIZZ).

Viral double infections of EHV-2 and EHV-5 were deted in three horses with ocular
diseases (3/82) in three cytobrushs (3/90) anavindlinically healthy horses (2/18) in two
PBMC (2/72).
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EHV-2 was detected in seven clinically diseasedsé®r(7/107), thereof five ophthalmic
equines (5/82), in three cytobrushs (3/90) and fmitton wool swabs (4/11), and in two
clinically sound horses (2/18) in two PBMC (2/72).

This work could not provide any new clues regardimg double infections with EHV-5 and
EHV-1 or EHV-4.

After a single treatment with Resequin NN Blumnd a triple application of the immune
modulator Zylexi§ none of the 18 clinically healthy horses, which evéested EHV-5

positive in PBMC before the therapy, were testesitp@ for the virus genome in PBMC.

Fresh conjunctival tissues from six clinically hégl horses from the slaughterhouse were
EHV-5-nPCR positive in one case. From all six cgsest-mortemparaffin sections were
tested for localization of the virus-DNA byn-situi-hybridisation using an EHV-5-
Digoxigenin-labelled-genomic-probe. EHV-5-DNA wa®tected in cells of the lamina
propria in sections of paraffin embedded conjurectoi one horse. Since all horses were
clinically healthy, one can conclude that EHV-59&is in conjunctiva.

PBMC from five clinically diseased horses wereddstegative for EHV-5 using nPCR. Two
of these five PBMC samples have shown positiveatgyafterin-situ-hybridisation with the
Digoxigenin-labelled-EHV-5-probe. Thereby, probalogn specific hybridisation products
on the EHV-5-genome-probe in granular structureseveetected in one of the two horses.
These signals could possibly be cross reactiontheoEHV-5-genome-probe with homolog

sequences in the cell genome, e.g. the VirokinOlwith cellular IL-10 sequences

In summary, it should be kept in mind that the hssaof this work have shown an indication
for an involvement of EHV-5 on ophthalmologic disesa. Furthermore, conjunctival tissues

could be assumed as a place of latency for EHV-5.
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8. Anhang

8.1 Detallierte Zusammenfassung der Untersuchungseigsbn

Tabelle 16: Gruppe 1.1: Ergebnisse der nPCR-Unthtswgen auf EHV-2 und EHV-5 an
PBMC von 18 gesunden Pferden (A1-Al18)

Nr. Tag/ Rasse/Alter Geschlecht | Impfung EHV-5 EHV-2
Ort der Blutentnahm4 in Jahren

Al 26.09.06 Pausin WB/11 w - - - -
A2 KB/10 w - - - -
A3 WB/10 w - - + -
A4 WB/11 w - - + -
A5 WB/12 w - - + -
A6 WB/9 w - - - -
A7 KB/10 w - - - -
A8 WB/11 m - - + +
A9 WB/10 w - - + +
Al0 WB/11 m - - + -
All WB/11 w - - - -
Al2 WB/12 w - - - -
Al3 WB/10 w - - - -
Al4 WB/11 w - - - -
A 15 WB/12 w - - - -
A 16 WB/10 m - - - -
A l7 WB/11 w - - - -
A 18 WB/11 w - - - -




Anhang

146

Fortsetzung Tabelle 16

Al 26.10.06 Pausin

wB/11

=

A2

KB/10

A3

WB/10

A4

WB/11

A5

WB/12

A6

WB/9

A7

KB/10

A8

WB/11

A9

WB/10

A 10

WB/11

A1l

WB/11

A12

WB/12

A13

WB/10

A1l4

WB/11

A 15

WB/12

A 16

WB/10

A 17

WB/11

s|=s| 3| =s|=s|=s|=s|=s|3|=| 3| =] ===

A18

WB/11

Legende:

wW-

IM-
WB-
KB

weiblich

mannlich

Immunmodulator

Warmblut

Kaltblut
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Tabelle 17: Gruppe 1.2: Ergebnisse der nPCR-Unthtswgen auf EHV-2 und EHV-5 und
der serologischen Untersuchungen (Nt; IFT) auf EHv¥hd EHV-4 an 107 kranken Pferden

(D1-D107)

Interne

Nummer

Rasse
Alter

Proben-

material

Symptome

Keratitis

D1 V06-8-13 Renomee wWB PBMC -
10 Jahre AT (WT)
Keratitis

D2 V06-8-23 Lukas WB PBMC -
6 Jahre AT (CB)
Konjunktivitis

D3 | V06-8-31 Shadow Unbekannt AT (CB) n.g.
12 Jahre
unspezifisch

D4 V06-8-24 Novelina wWB AT (CB) n.g.
10 Jahre
Keratitis

D5 | V06-9-02 Blue WB AT (WT) n.g.
Unbekannt
Husten, Keratitis,
Allergie

D6 V06-9-18 Star wB AT (WT) n.g.
Unbekannt
Keratitis

D7 V06-9-11 Schocclett WB PBMC Nt:
3 Jahre AT (CB) >1:10
Hornhauttribung IFT:

1:10204

D8 V06-9-23 San Marino Unbekannt AT (WT) -

Unbekannt
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Fortsetzung Tabelle 17

Keratitis

D9 | V06-10-2 Bijou WB PBMC -
Unbekannt AT (WT)
Hornhauttribung

D 10| V06-10-18 Lysander B AT (CB) n.g.
12 Jahre
Keratitis

D 11| V06-10-12 Felina WB PBMC -
7 Jahre AT (CB)
Konjunktivitis

D 12| V06-10-20 lliano Boy wB PBMC -
Jahre AT (CB)
Hornhauttribung

D 13| V06-4-2 Charlie WB AT (CB) n.g.
8 Jahre
Keratitis

D 14 | V06-4-10 Habib wWB AT (CB) n.g.
6 Jahre
Hornhauttriibung

D 15| V06-4-11 Cavalino WB AT (CB) n.g.
5 Jahre
Keratitis

D 16 | V06-5-22 Equipage WB PBMC Nt:
16 Jahre AT (CB) 1:20
Konjunktivitis IFT:

1:10240
D 17 | V06-5-28 Naughty WB AT (CB) n.g.
Nimrod 14 Jahre

Keratitis

D 18| V06-5-27 Jappa WB PBMC -
15 Jahre AT (CB)




Anhang

149

Fortsetzung Tabelle 17

D 19 | V06-5-37 Céasar WB PBMC Nt:
14 Jahre AT (CB) 1:40
Konjunktivitis IFT:
1:20480
D 20| V06-6-10 Kein Name Unbekannt AT (CB) n.g.
Unbekannt
Keratitis
D 21| V06-6-1 Upsala WB AT (WT) n.g.
Unbekannt
Keratitis
D 22| V06-6-13 Von Conello Holsteiner PBMC Nt:
2 Jahre 1:20
Husten IFT:
1:20480
D 23| V06-6-33 Kein Name WB PBMC -
2 Jahre AT (WT)
Perakute Pneumonie
D 24| V06-7-8 Whisky Haflinger AT (CB) n.g.
Unbekannt
Keratitis
D 25| V06-7-11 Malaquina wWB PBMC -
11 Jahre AT (CB)
Hornhautulcera
D 26 | V06-7-13 Martha WB AT (CB) n.g.
Unbekannt
Konjunktivitis
D 27 | V06-7-25 Frosty WB AT (CB) n.g.
Unbekannt
Unspezifisch
D 28| V06-7-24 Jaspar WB AT (CB) n.g.
Unbekannt
Keratitis
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Fortsetzung Tabelle 17

D 29| Keine Etty wWB AT n.g.
9 Jahre
Konjunktivitis

D 30| V05-12-27 Cascaya WB PBMC -
11 Jahre AT (CB)
Keratitis

D 31| V06-1-11 Walero WwB AT (CB) n.g.
Unbekannt
Unspezifisch

D 32| V06-1-33 Mynta B AT (WT) n.g.
18 Jahre
Unspezifisch

D 33| V06-6-32 Remember WB PBMC -
5 Jahre AT (CB)
Keratitis

D 34| V06-1-37 Lisa WB AT (CB) n.g.
14 Jahre
Hornhauttriibung

D 35| V06-1-45 Rivar Aegidienberger PBMC -
3 Jahre AT (CB)
Keratitis

D 36| V06-1-43 Shadow WB PBMC -
4 Jahre AT (CB)
Hornhauttribung

D 37| V06-1-44 Sledge Oldenburger PBMC -

Hammer 13 Jahre AT (CB)

Keratitis

D 38| V06-2-13 Rudi WB AT (CB) n.g.
Unbekannt
Allergie

D 39| V06-2-15 Justinian wB NT n.g.
Unbekannt

Allergie
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Fortsetzung Tabelle 17

Konjunktivitis

D 40| V06-2-27 Remember WB PBMC Nt:
8 Jahre AT (CB) 1:20
Konjunktivitis IFT:
1:10240
D 41| V06-2-32 Shadow H wWB PBMC -
4 Jahre AT (CB)
Keratitis
D 42| V06-2-24 Ollig wB AT (CB) n.g.
8 Jahre
Reitprobleme
D 43| V06-3-38 Raffaela WB PBMC -
3 Jahre AT (CB)
Konjunktivitis
D 44| V06-3-11 | Alvaro WB AT (CB) n.g.
Unbekannt
Husten, Allergie
D 45| V06-3-46 Cavalliono WB PBMC -
5 Jahre AT (CB)
Keratitis
D 46 | V06-3-39 Martini wWB PBMC -
12 Jahre AT (CB)
Keratitis
D 47| V06-3-55 Malaquina WB PBMC -
12 Jahre AT (CB)
Keratitis
D 48 | V06-3-54 La Irano WB PBMC -
12 Jahre AT (CB)
Konjunktivitis
D 49| V06-3-48 Remember Rip WB PBMC -
10 Jahre AT (CB)
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Fortsetzung Tabelle 17

D 50| V06-3-61 Paddy WB AT (CB) - - n.g.
10 Jahre

Konjunktivitis

D 51| V06-10-25 Cassandro WB AT (CB) - - n.g.
Unbekannt

Hornhauttriibung

D 52| V06-10-26 Micky Pony AT (CB) - - n.g.
Unbekannt

Keratitis

D 53| V06-11-17 Charon WB PBMC - - -
8 Jahre AT (CB) - -
Keratitis

D 54| V06-11-18 Merlin WB PBMC - - -
9 Jahre AT (CB) - -
Keratitis

D 55| V06-11-20 Tequila B AT (CB) - - n.g.
7 Jahre

Hornhautulcera

D 56| V06-11-25 [ Whopsy Hannoveraner AT (CB) - - n.g.
Unbekannt

Hornhauttriibung

D 57| V06-11-26 Moritz Haflinger AT (CB) - - n.g.
12 Jahre

Konjunktivitis

D 58| V06-11-28 Ferdinand Islander PBMC - - -
10 Jahre AT (CB) - -
Keratitis

D 59| V06-11-32 Lharid Mecklenburger AT (CB) - - n.g.
12 Jahre

Keratokonjunktivitis
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Keratitis

D 60| V06-11-39 | Lord B AT (CB) n.g.
7 Jahre
Keratitis

D 61| V06-11-40 Louberger WB AT (CB) n.g.
Unbekannt
Keratitis

D 62| V06-11-41 Pepper WB PBMC -
Unbekannt AT (CB)
Unspezifisch

D 63| V06-12-5 Donnerstein WB PBMC -
10 Jahre AT (CB)
Keratitis

D 64| V06-12-24 | Bylut WB AT (CB) n.g.
Unbekannt
Allergie

D 65| V06-12-27 | Rosie WB AT (CB) n.g.
Unbekannt
Reitprobleme

D 66| VO7-1-2 Stirling TBX AT (CB) n.g.
16 Jahre
Keratitis

D 67| VO7-1-1 Duke Rheinlander PBMC -
9 Jahre AT (CB)
Keratitis

D 68| V07-1-3 Celina WB PBMC -
16 Jahre AT (CB)
Hornhauttribung

D 69| V06-12-27 Kein Name Pony PBMC -
Unbekannt
Unspezifisch

D 70| VO7-1-5 King Welsh B-Mix PBMC -
23 Jahre AT (CB)
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Unspezifisch

D71| vO7-1-7 Di Venta WB PBMC -
9 Jahre AT (CB)
Keratitis

D 72| VO7-1-25 Ehrenfried WB PBMC -
13 Jahre AT (CB)
Keratitis

D 73| VO07-1-32 Billy Quarter Horse AT (CB) n.g.
1 Jahr
Hornhauttriibung

D 74| V07-1-33 Lord wB AT (CB) n.g.
6 Jahre
Keratitis

D 75| V07-1-39 Eldjarn WB AT (CB) n.g.
Unbekannt
Allergie

D 76| VO7-1-42 One for you wWB PBMC -
8 Jahre AT (CB)
Keratitis

D 77| VO7-2-4 Winterwald wB PBMC -
11 Jahre AT (CB)
Keratits

D 78| VO7-2-7 Osakr Brandenburger AT (CB) n.g.
5 Jahre
Keratitis

D 79| VO7-2-11 Frohsinn wWB PBMC -
Unbekannt AT (CB)
Keratitis

D 80| V07-2-12 Mona Lisa WB AT (CB) n.g.
Unbekannt
Allergie

D 81| V07-2-25 Pies wB AT (CB) n.g.
Unbekannt
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Keratitis

D 82| V07-2-27 Six Pack WB PBMC -
9 Jahre AT (CB)
Keratitis
D 83| V07-2-28 Ducky Traber PBMC -
20 Jahre AT (CB)
Keratitis
D 84| V07-2-23 Kein Name wB AT (CB) n.g.
Unbekannt
Unspezifisch
D 85| V07-3-14 Lasalle WB AT (CB) n.g.
Unbekannt
Unspezifisch
D 86| VO7-3- Arne Knappstrupper PBMC n.g.
23/24 8 Jahre AT (CB)
Husten, Keratitis
D 87| V07-3-30 Paracifica WB PBMC -
Unbekannt AT (CB)
Allergie
D 88| V07-3-30 Silava wWB PBMC -
Unbekannt
Allergie
D 89| V07-3-33 Folino WB AT (CB) n.g.
Unbekannt
Allergie
D 90| V07-3-37 Fidelia WB PBMC -
14 Jahre AT (CB)
Keratitis
D91 | VO7-3-38 Billy Quarterhorse AT (CB) n.g.
1 Jahr
Keratitis
D 92| V07-4-3 Ordage WB PBMC n.g.
Siepers 7 Jahre AT CB)
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Keratitis

D 93| V07-4-15 Filon WB AT (CB) n.g.
Unbekannt
Hornhautédem
D 94| V07-4-17 Louberger wWB PBMC -
6 Jahre AT (CB)
Keratitis
D 95| VvV07-4-37 Flor WB PBMC -
Unbekannt AT (CB)
Keratitis
D 96 | VO7-4-45 Wagine WwB AT (CB) n.g.
Unbekannt
Keratitis
D 97| V07-4-18 Pink Floyd wWB PBMC -
8 Jahre AT (CB)
Keratitis
D 98| V07-4-52 | Asterix WB AT (WT) n.g.
Unbekannt NT (WT)
Keratitis
D99 | V07-5-3 Desperado wB PBMC -
Unbekannt AT (WT)
Keratitis NT (WT)
D V07-5-6 Joice Quarterhorse AT (CB) n.g.
100 12 Jahre
Konjunktivitis
D V07-5-8 Dyleen WB PBMC -
101 Unbekannt AT (CB)
Keratitis
D V07-5-11 Nepomuk Reitpony PBMC -
102 Unbekannt
Keratitis
D V07-5-16 Valeno WB AT (CB) n.g.
103 Unbekannt NT
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D V07-5-51 Miro WB PBMC - - -
104 Unbekannt NT - -
Husten
D V07-5-52 World Classic| WB PBMC - - -
105 Unbekannt AT (CB) - -
Keratitis
D V07-5-54 Filou WB AT (WT) |+ - n.g.
106 Unbekannt NT (WT) + -
Keratitis
D V07-5-56 Donna WB AT (CB) - - n.g.
107 13 Jahre
Keratitis
Legende: WB- Warmblut
TB- Englisches Vollblut
AT- Augentupfer
NT- Nasentupfer
PBMC- Periphere , mononukleéare Zellen des Blutes
Nt- Neutralisationstest
IFT- Immunfluoreszenstest

n.g.-

nicht gemacht
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Tabelle 18: Gruppe 1.1: Ergebnisse der positive@Ri¥Intersuchungen auf EHV-2 und
EHV-5 an 6 gesunden Pferden ( A1-A6)

Nr. | Interne Nr./ Name Tag/ Ort Blutentnahme Rasse Geschlecht | EHV-5 EHV-2

Al | A3/ Lily 26.9.2006/ Pausin Warmblu W + -

A2 | A4/ Goldlady B 26.9.2006/ Pausin Warmblfit w + -

A3 | A5/ Willaya 26.9.2006/ Pausin Warmblyt w + -

A4 | A8/ Goldtanzer B 26.9.2006/ Pausin Warmblut m + +

A5 | A9/ Daylight B 26.9.2006/ Pausin Warmblut  w + +

A6 | A10/ Gustav 26.9.2006/ Pausin Warmblut  m + -
Legende: w- weiblich

m- mannlich
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Tabelle 19: Gruppe 1.2: Ergebnisse der positive@R¥Intersuchungen auf EHV-2 und
EHV-5 und der serologischen Untersuchungen (Nt;) IB@Gif EHV-1 und EHV-4 an 28
kranken Pferden (D1-D28)

Keratitis

Interne Rasse Proben- EHV-
Nummer Alter material 1/EHV-4
Symptome Serologie
D1 D2/ Lukas WB PBMC -
V06-8-23 6 Jahre AT
Konjunktivitis
D2 D3/ Shadow Unbekannt AT (CB) n.g.
V06-8-31 12 Jahre
unspezifisch
D3 D4/ Novelina wB AT (CB) n.g.
V06-8-24 10 Jahre
Keratitis
D4 | D14/ Habib WB AT (CB) n.g.
V06-4-10 6 Jahre
Hornhauttriibung
D5 D17/ Naughty WB AT (CB) n.g.
V06-5-28 Nimrod 14 Jahre
Keratitis
D6 D20/ Kein Name Unbekannt AT (CB) n.g.
V06-6-10 Unbekannt
Keratitis
D7 D30/ Cascaya WB PBMC -
V05-12-27 11 Jahre AT (CB)
Keratitis
D8 D33/ Remember WB PBMC -
V06-6-32 5 Jahre AT (CB)
Keratitis
D9 D35/ Rivar Aegidienberger PBMC -
V06-1-45 3 Jahre AT (CB)
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Keratitis

D10 | D36/ Shadow WB PBMC -
V06-1-43 4 Jahre AT (CB)
Hornhauttribung
D11 | D37/ Sledge Oldenburger PBMC -
V06-1-44 | Hammer 13 Jahre AT (CB)
Keratitis
D12 | D40/ Remember WB PBMC Nt:
V06-2-27 8 Jahre AT (CB) 1:20
Konjunktivitis IFT:
1:10240
D 13 | D43/ Raffaela WB PBMC -
V06-3-38 3 Jahre AT (CB)
Konjunktivitis
D 14 | D45/ Cavalliono WB PBMC -
V06-3-46 5 Jahre AT (CB)
Keratitis
D 15 D46/ Martini WB PBMC -
V06-3-39 12 Jahre AT (CB)
Keratitis
D16 | D47/ Malaquina WB PBMC -
V06-3-55 12 Jahre AT (CB)
Keratitis
D17 | D48/ La Irano WB PBMC -
V06-3-54 12 Jahre AT (CB)
Konjunktivitis
D 18 | D49/ Remember Rig WB PBMC -
V06-3-48 10 Jahre AT (CB)
Konjunktivitis
D 19 D71/ Di Venta WB PBMC -
VO7-1-7 9 Jahre AT (Cb)
Keratitis
D20 | D76/ One for you WB PBMC -
V07-1-42 8 Jahre AT (CB)
Keratitis
D21 | D77/ Winterwald WB PBMC -
VO7-2-4 11 Jahre AT (CB)
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D22 | D79/ Frohsinn WB PBMC -
V07-2-11 Unbekannt AT (CB)
Keratitis
D 23 | D87/ Paracifica WB PBMC -
V07-3-30 Unbekannt AT (CB)
Allergie
D24 | D89/ Folino wB AT (CB) n.g.
V07-3-33 Unbekannt
Allergie
D25 | D90/ Fidelia WB PBMC -
V07-3-37 14 Jahre AT (CB)
Keratitis
D26 | D92/ Ordage wB PBMC n.g.
V07-4-3 Siepers 7 Jahre AT (CB)
Keratitis
D27 | D98/ Asterix WB AT (WT) n.g.
V07-4-52 Unbekannt NT(WT)
Keratitis
D28 | D106/ Filou WB AT (WT)
V07-5-54 Unbekannt NT (WT)
Keratitis
Legende: WB- Warmblut
AT- Augentupfer
CB- Cytobrush
WT- Wattetupfer
NT- Nasentupfer
PBMC- Periphere, mononukleére Zellen des Blutes
Nt- Neutralisationstest
IFT- Immunfluoreszenstest

n.g.-

nicht gemacht
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Tabelle 20: Gruppe E: Ergebnisse der nPCR-Untetswggn auf EHV-5 an
Konjunktivalgeweben von 14 Schlachtpferden (E1-E14)

Nr. Interne Nr. Dissertation Richter Dissertation Fetsch
(2008) (2007)

EHV-5-nPCR Untersuchungen arEHV-5-nPCR Untersuchungen an
Konjunktivengewebe Konjunktivengewebe
Konjunktiva Konjunktiva Konjunktiva Konjunkiva
Rechts (re) Links (li) Rechts (re) Links (li)

E1l SH1 - - - -

E2 SH 2 - - - -

E3 SH3 - - - -

E 4 SH4 - - - -

ES5 SH5 - - - -

E6 SH 6 - - - -

E7 SH7 - - + +

ES8 SH 8 - - - -

E9 SH9 - - - -

E 10 SH 10 - - - -

E 11 SH 11 - - - -

E 12 SH 12 - - - -

E 13 SH 13 - - - -

E 14 SH 14 - - - -

Legende re- rechts

li- links



Anhang

163

Tabelle 21:Gruppe F: Ergebnisse der nPCR- imditu-Untersuchungen auf EHV-5 an
Konjunktivalgewebe von 3 Schlachtpferden und 3i&th kranken Pferden (F1-F10)

Interne
Nr.

Gewebe/
Herkunft

Vorbericht/Materialherkunft

EHV-5 nPCR

EHV-5-in-situ-

Hybridisierung

Tabelle 2)

F1[SH7Y Konjunktiva, - Klinisch unauffallig - +
Li Au. Diss. A. Fetsch | - Schlachthofherkunft
(Anhang,
Tabelle 4)
F2| SH7 Konjunktiva, - Klinisch unauffallig - +
Diss. A. Fetsch | - Schlachthofherkunft
Re. Au. | (Anhang,
Tabelle 4)
F3| SH9 Konjunktiva, - Klinisch unauffallig - -
Re. Au. | Diss. A. Fetsch | - Schlachthofherkunft
(Anhang,
Tabelle 4)
F4| SH10 Konjunktiva, - Klinisch unauffallig - -
li. Au. Diss. A. Fetsch | - Schlachthofherkunft
(Anhang,
Tabelle 4)
F5( SH 10 Konjunktiva, - Klinisch unauffallig, - -
Re. Au. | Diss. A. Fetsch | - Schlachthofherkunft
(Anhang,
Tabelle 4)
F6| P19 Konjunktiva, - Tod durch Posthepatische -
li. Au. Diss. M. Ebert | Cholestase
(Anhang, - Institut fir Pathologie
Tabelle 2) FU Berlin
F7( P19 Konjunktiva, - Tod durch Posthepatische -
Re. Au. | Diss. M. Ebert | Cholestase
(Anhang, - Institut fir Pathologie
Tabelle 2) FU Berlin
F8| P20 Konjunktiva, - Tod durch Torsio Coli - -
li. Au. Diss. M. Ebert | - Institut fir Pathologie
(Anhang, FU Berlin
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Fortsetzung Tabelle 21

F9 P 20 Konjunktiva, - Tod durch Torsio Coli - -
Re. Au. | Diss. M. Ebert - Institut fur Pathologie
(Anhang, Tabelle 2) | FU Berlin
F10| P3 Konjunktiva - Klinisch unauffallig, EHV-2| - -
Au. Diss. U. Wolfinger seropositiv
- naturlicher Tod

Legende: re- rechts
li- links

Au-  Auge
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Tabelle 22: Gruppe P: Ergebnisse der nPCR- irsitu-Untersuchungen auf EHV-5 an
PBMC von 5 kranken Pferden (P1-P5)

Nr. Hybridisierung

Interne Name Vorbericht Zellzahlung EHV-5 nPCR | EHV-5-in-situ-

P 1| V07-7-10 | Cinderellg w; Hornhauttribung °IZellen pro| - +
ml PBS
P 2| V07-7-6 Grimm m; Hornhautulcera/ | 10° Zellen pro| - -

Keratokonjunktivitis | ml PBS
P 3| Vv07-8-3 Sammy m; ohne Vorbericht| °1Zellen pro| - -

ml PBS

P 4| Vv07-8-4 Hesa w; ohne Vorbericht ®1pellen pro| - -
ml PBS

P5| V07-8-21 | Montserrat w; Hornhauttriibung/10° Zellen pro]| - +
Konjunktivitis ml PBS

Legende: w- weiblich

m- mannlich
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8.2 Liste der eigenen Veroffentlichungen

Teile der hier vorgelegten Ergebnisse wurden twesgitanderer Stelle prasentiert oder sind

veroffentlicht:

Richter, N, Ebert, M., Borchers, K., (2008).

,Pravalenz von EHV-2 und EHV-5-DNA in Augen- und $é¢atupferproben sowie in
peripheren mononuklearen Zellen des Blutes.”

Pferdeheilkunde, gedruckt (2008)
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