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Abbildung 1:

Das Arcturus Cellect Laser
Capture Microdissection
(LCM) System (ThermoFisher
Scientific) besteht aus drei
Hauptkomponenten: dem
Laser-Mikrodissektionsgerat
(links), einem zentralen
Display (mittig) und einem
Arbeitslaptop (rechts). Das
Display agiert als interaktive
Benutzeroberflache, welche
das Live-Mikroskopbild in
Echtzeit darstellt und eine
exakte Bereichsauswahl
ermoglicht. Der hochaufls-
sende histologische Scan auf
dem Arbeitslaptop dient der
Verifikation der ausgewdhlten
Gewebelokalisation, wodurch
eine exakte und kontrollierte
Selektion der auszuschnei-
denden Gewebeareale
gewdhrleistet wird.

Lebenszyklus und Pathomechanismen des Equinen
Papillomavirus Typ 2

Wir méchten den Lebenszyklus und die Pa-
thomechanismen von Equinem Papillomavirus
Typ 2 (EcPV-2) im Zusammenhang mit gutartigen
und bosartigen Krankheitsstadien erforschen. Im
Rahmen des unterstiitzen Projekts werden wir
RNA-Sequenzierungen von mikrodissektierten
FFPE-Proben genitaler Lisionen durchfiihren,
um Unterschiede in den viralen und zelluldren
Genexpressionsprofilen zwischen verschiedenen
Hautschichten sowie deren Verdnderungen im
Verlauf der Krankheit zu erforschen.

Es besteht starke Evidenz, dass EcPV-2 mit
Lasionen im Genitalbereich assoziiert sind. In
Frithstadien kommt es zu gutartigen Lasionen
wie Papillomen oder Plaques, welche in spiteren
Stadien zu bdosartigen Carcinoma in Situ oder
Plattenepithelkarzinomen fortschreiten konnen.

Wir haben die Hypothese aufgestellt, dass
der differenzierungsabhingige Lebenszyklus des
Virus mit der Pathogenese und dem Schweregrad
der Erkrankung bei EcPV-2 assoziierten Lasionen
korreliert.

Ziel der Studie

Das Ziel der Studie ist die Untersuchung der
Unterschiede in der Virus- und Wirtsgenexpres-
sion zwischen verschiedenen Zellschichten und
zwischen verschiedenen Stadien der Erkrankung.
Dies soll zu einer verbesserten diagnostischen
Einstufung sowie dem Erschaffen von neuen An-
sétzen fiir therapeutische Interventionen fiihren.

Klinische Relevanz

Eine klinisch manifeste Infektion wird oft
erst spat erkannt, wenn sie bereits fortgeschrit-
ten ist und eine deutliche Symptomatik vorliegt.
Hier sind haufig nur mehr radikale chirurgische
Eingriffe méglich, welche mit erheblichen kérper-
lichen und psychologischen Auswirkungen auf
das betroffene Pferd einher gehen. Auch die aktu-
ell verfiigharen topischen Behandlungsoptionen
mit Chemotherapeutika fiithren zu erheblichen
Nebenwirkungen.

Bisherige Ergebnisse

Teil 1:

Durchfiihrung LCM

Es wurden in Zusammenarbeit mit dem Ins-
titut fir Veterinarpathologie (Vetsuisse Fakultit,
UZH) geeignete archivierte FFPE-Gewebeschnitte
ausgewahlt. Aus folgenden Gruppen wurden je-
weils drei mannliche Pferde ausgewdhlt: 1) ge-
sunde Haut, 2) Hyperplasie -reprasentativ fir
gutartige Lasionen und 3) PEK - reprasentativ fiir
maligne Lasionen.

Im Zeitraum vom 09/24-01/25 wurden von
diesen Fallen mittels der «Laser Capture Mi-
crodissection» (LCM) Technik jeweils folgende
Hautschichten einzeln daraus ausgeschnitten:
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1) Stroma/Dermis, 2) Stratum basale und supraba-
sale 3) Stratum spinosum 4) Stratum granulosum
und corneum.

Aktuell muss nur noch Gewebe von einem
Pferd aus einer Fallgruppe (Hyperplasie) ausge-
schnitten werden.

Teil 2:

Extraktion RNA und Qualititskontrolle

Die RNA wurde in regelméssigen Abschnitten
von den bis dahin vollendeten Schnitten mit dem
Covaris truXTRAC FFPE RNA Kit und dem fokus-
sierten Ultraschallgerdt Covaris E220 extrahiert.
Die RNA wurde intern mit der Agilent TapeStati-
on 4150 System auf Menge und Qualitét geprift
(>10ng RNA, DVM200 >30%).

Wihrend die RNA-Menge samtlicher Falle
gesunder Haut ausreichend war, mussten wir so-
wohl bei den Hyperplasien als auch bei den PEK
aufgrund zu wenig RNA-Gehalt bei einigen Fallen
noch weiteres Gewebe anfordern und verarbeiten
um mehr RNA zu gewinnen.

Ausblick

Zu Jahresbeginn wurde die RNA fiir die Se-
quenzierung ans Functional Genomics Center
Zirich Ubergeben. Die Datenanalyse wird im
Anschluss in Zusammenarbeit mit deren Bioin-
formatikern durchgefiihrt. Wir planen, die Publi-
kation im Laufe des Friihjahrssemesters 2025 zu
verfassen.

Abbildung 2:

Histologischer Schnitt

durch das hyperplastische
Penisepithel eines Pferdes
mit klinisch manifester
InfektionmitEcPV-2.

Das Gewebe weist charak-
teristische Merkmale

einer gutartigen Erkrankung
im Frithstadium auf.

Abbildung 3:

Dieselbe Lasion wie in
Abbildung 2, dargestellt durch
das integrierte Mikroskop

des Arcturus Cellect Laser
Capture Microdissection (LCM)
Systems, welches das
Live-Mikroskopbild in Echtzeit
auf dem Bildschirm des

Gerdts anzeigt.

Abbildung 4:
Laser-Capture-Mikrodis-
sektion der oberflachlichen
Epidermisschichten (Stratum
granulosum/Corneum).
Sichtbar sind die
Gewebeschnitte und ihre
erfolgreiche Haftung am
CapSure™Macro LCM
Caps-Auffangsystem.






