.. dann die wunderbare Gabe, durch das einzige Wortchen »Miau«
Freude, Schmerz, Wonne und Entziicken, Angst und Verzweiflung,
kurz alle Empfindungen und Leidenschaften auszudriicken.

Was ist die Sprache der Menschen gegen dieses einfachste

aller einfachen Mittel, sich verstdindlich zu machen!

Ernst Theodor Amadeus Hoffmann



Aus dem Zentrum fir klinische Tiermedizin
der Tierédrztlichen Fakultit

der Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen

aus der Medizinischen Kleintierklinik

Vorstand: Univ.-Prof. Dr. Katrin Hartmann

Privalenz latenter FeLV-Infektionen bei Katzen
mit Myelosuppression oder Lymphom

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der tiermedizinischen Doktorwiirde
der Tierarztlichen Fakultit der Ludwig-Maximilians-Universitit

Miinchen

von
Bianca Veronica Stiitzer

aus Feuchtwangen

Miinchen 2009



Gedruckt mit der Genehmigung der Tierdrztlichen Fakultit

der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Joachim Braun

Referentin: Univ.-Prof. Dr. Katrin Hartmann

Korreferent: Univ.-Prof. Dr. Walter Hermanns

Tag der Promotion: 13. Februar 2010



Meinen Eltern und meiner Schwester

In Liebe



Inhaltsverzeichnis \'%

INHALTSVERZEICHNIS

I EINLEITUNG ...uuconiiviinninniniissecssnssncssecssnssssssessssssssssasssssssssssssssssasssssssssane 1
IL. LITERATURUBERSICHT ....cueuniuncnsssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 2
1. Feline LeuKiAmIEVIIen ......ccceiiieeeisencsnncsnncsnecsnnsssncssnssssncssnssssecssssssssssssases 2
1.1. Endogene RetroViren.........cc.eeeeviieiiiieiiiecieecieeeeee et 2
1.2. Subtypen des felinen LEUKAMIEVIIUS ........eeeviieiriieiniieiiieeniieeeieeeeieeeen 3
1.2.1. SUDLYD A ettt ettt s 3
1.2.2. SUDLYD Bt e 4
1.2.3. SUDELYD C .ottt ettt sttt ettt saeenae e 4
1.2.4. Felines SarkOmVITUs. .. ...cooueiiiiiiiiiiiieeeeee e 5
1.2.5. WEILETE SUDLYPEIN ....eeiiiiiiiiiiie ittt e 5
2. Klinik der felinen Leukimievirusinfektion ..........ccocceeeseccnrcsecsecsnecncnnee 5
2.1. Katzen mit VIrAmIe .......coceeiiiiiiiiiiiiiiieeeeceeee e 6
2.1.1. Héamatologische Veranderungen ...........ccoccueeeeveeeeieeeiieeeiieeeiieeeieeeeiee e 6
2111, LymPROPENIC. ..cc.eeiiiiiiiiiiieiieeeite ettt ettt sttt 6
211,20 NEULTOPEIIE ....eeiuetieeniiieeiieeeiteeeiteeeiteeetee e st e e sibeeesiteesibeesbteesbbeesabeeesaneeenns 6
2.1.1.3. ANEIIC ...ttt ettt st ettt et et eaees 8
2.1.1.3.1. HAMOlytiSChe ANAMIC ......ccciviieiiieiiieeeiieeeiee e eree e ere e ereesaeeeeaeeees 8
2.1.1.3.2. Pure Red Cell APlasia .......cccceeeiiiiiiiiiiiiiieiiieeieeeeeeeeeee e 9
2.1.1.3.3.  Weitere AnGmiefOrmen ........cccococveeiiiiiiiniinieeceeeeeeeeee e 9
2.1.1.4.  Thrombozytopenie und Thrombozytopathie...........c.cccecveeerverrrreerirreennnnn. 10
2.1.3.5. PanNZYLOPENIE .. .vveeeiiiieiieeciie ettt ettt e e e st e s ae e s aee e ane e 10
2.1.2. INEOPIASIEN ..ottt ettt e et e e 11
2.1.2.1.  Lymphome und lymphatische Leukdmien ..........cccccocoeervirniiniinneenennen. 12
2.1.2.1.1. Mediastinales Lymphom ...........cccceeviieriiiiiiieeiieeice e 13
2.1.2.1.2. Intestinales Lymphom .........ccccooiiiiiiieiiiiiiiiieciiecee e 14
2.1.2.1.3. Multizentrisches Lymphom..........cccccooviiiiniiiiniiiiiiiiceeeeeeen 14
2.1.2. 1.4, LeUKEMIC ...coiiiiiiiiieiieeieeteee ettt 14
2.1.2.2. FIbrosarkome..........cocceeoiuiiiiiiiiiiiieiicteecee et 15
2.2.2.3.  Weitere NeOPIaSICN ....ccccuviieiiieeiieeciieecite ettt et eae e eaee e s e e es 16
2.1.3. IMMUNSUPPIESSION ...ceniiiiiiiieiiiie ettt st e 17
2.1.4. Immun-mediierte Krankheiten .........ccccocoiiiiniiiiiniiiccceeneee 19

2.15.

Weitere assoziierte Krankheiten........ooovvvvummieeeeeeeeeiieeeeee e eeeees 19



Inhaltsverzeichnis VI

2.1.5.1. Neuropathi®n ......c.ccecuiieiiieeiieeiieeciee ettt ere e e ae e saeeesaeeeseaeees 19
2.1.5.2.  ReproduktionSSIOTUNZEN. ...cc.uvteriiieriieeiiieeniieeeiteeeiteeeiteesireesireesbeeesaaeees 20
2.1.5.3.  Fading-Kitten-Syndrome.............cceoveeeriiiiniiiiniieeieeeieeeeee e 21
2.2. Katzen mit latenter Infektion...........coceoiiiiiiiiiiiin 21
2.2.1. Héamatologische Veranderungen ............ccocueeevveeerieeeiieeeiieeeieeesieeesieeenes 22
2.2.2. INEOPIASIEN ..ottt ettt et st esbee e 23
III. STUDIE L..uuuiiiiiiiiiiiniiniinsenisnnsssecsssncssnssssnsssesssssssssssssssssassssssssssssssssss 24
Iv. STUDIE IL...uccoiinviiriisninsensrecsenssncssncssnsnsssessssssasssessassssssssssssssessasssssssssssesss 31
V. DISKUSSION ..ccuuiiniinsiinecsnicsnnssncssecssissssssecsssssssssessssssssssassssssssssssssssssssses 44
VI ZUSAMMENFASSUNG ...ccocvuiinniinennninsnnissnsssnssssnssssssssssssssssssssssssssssnss 53
VIL SUMMARY .auutiiiiiiniiiniinnicsnnississsecsssissssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssss 55
VIII. LITERATURVERZEICHNIS .....coouiniiniirnisnnsnecssesncssecssnssecssessessesssces 57

IX. DANKSAGUNG ...ucuerrrnennnsninnnnsnssnnssesssssessesssssesssssassassassssssssssssssssssssssses 87



Abkiirzungsverzeichnis VII

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AIDS

BaEV

BFU-E

CFU-E

CLL

CML

DNA

enFeLV

FcEV

FeLV

FeLV-AIDS

FeSFV

FeSV

feTHTR1

FIP

FIV

FPLS

FPV

HES

HIV

huTHTR1

IHC

ISAS

LTR

erworbenes Immunschwiche-Syndrom
Pavian-Retroviren

erythroische burst-forming units
erythroische colony-forming units
chronische lymphatische Leukimie
chronische myeloische Leukidmie
Desoxyribonukleinsdure

endogene Retroviren
Felis-catus-endogene-Retroviren
felines Leuk@mievirus

felines erworbenes Immunschwéchevirus-Stamm
feline syncytium forming virus

felines Sarkomvirus

felines Thiamin-Transport-Protein-1
feline infektiose Peritonitis

felines Immunschwichevirus

feline panleukopenia-like syndrome
felines Panleukopenievirus
hypereosinophiles Syndrom

humanes Immunschwéchevirus
humanes Thiamin-Transport-Protein-1
Immunhistochemie

injection-site associated sarcoma

long terminal repeats



Abkiirzungsverzeichnis

VIII

MCV

PCR

PRCA

rFELV

RT

SPF

TNF-o

ZNS

mittleres Erythrozytenzellvolumen
Polymerase-Ketten-Reaktion

pure red cell anemia

rekombinante feline Leukidmieviren
reverse Transkriptase

spezifisch Pathogen-frei
Tumor-Nekrose-Faktor-o

Zentrales Nervensystem



I. Einleitung 1

L. EINLEITUNG

Das feline Leukimievirus (FeLV) (HOOVER & MULLINS) wurde erstmals im
Jahre 1964 von den Briidern Jarrett beschrieben (JARRETT et al., 1964a). Sie
entdeckten Viruspartikel auf der Oberfliche maligner Lymphoblasten bei einer
Katze und konnten mit einem Extrakt aus dem Lymphom dieser Katze Welpen
infizieren, die daraufhin in dhnlicher Weise erkrankten (JARRETT et al., 1964a;
JARRETT et al., 1964b).

FeLV ist ein y-Retrovirus, das weltweit bei domestizierten Katzen und einigen
verwandten kleinen Katzenartigen auftritt (HOOVER & MULLINS, 1991;
LEUTENEGGER et al., 1999). Zusammen mit dem felinen Immunschwéchevirus
(FIV) (HOOVER & MULLINS, 1991) und dem felinen syncytium forming virus
(FeSFV) (PEDERSEN, 1990) gehort es zur Gruppe der Onkornaviren, eine
Gruppe von RNA-Viren mit onkogenem Potential. Wie andere Retroviren
persistiert FeLV im Wirt, indem es mithilfe des Enzyms reverse Transkriptase
eine Kopie seiner Desoxyribonukleinsdure (DNA) (PEDERSEN, 1990) als
sogenanntes Provirus in die chromosomale DNA der Wirtszelle einbaut
(JARRETT, 1999). FeLLV wird somit Bestandteil der Erbinformation. FeLV-
Infektionen =~ konnen  Neoplasien,  degenerative  Erkrankungen  des
himatopoietischen Systems sowie Immundefizienz und andere assoziierte
Krankheiten hervorrufen (HOOVER & MULLINS, 1991; NEIL et al., 1991;
HARDY, 1993). Diese Verdnderungen bei FeLV-Antigen-positiven Katzen
werden daher der bestehenden FeLV-Infektion zugeschrieben (HARDY, 1981a;
REINACHER, 1989). Schon seit einigen Jahren wird vermutet, dass
entsprechende Verdnderungen bei p27-Antigen-negativen Katzen moglicherweise
die Folge einer latenten FeLV-Infektion sein konnten (FRANCIS et al., 1981;
ROJKO et al., 1982; SWENSON et al., 1990; ROJKO & HARDY, 1994; LUTZ
et al., 1995; JACKSON et al., 1996a). Grol3 angelegte Studien, die solche Katzen
auf das Vorhandensein proviraler DNA (und damit einer latenten FeLV-Infektion)

untersuchen, gibt es bislang nicht.

Daher war es das vorgegebene Ziel dieser Arbeit, die Privalenz und damit die
Rolle einer latenten FeLV-Infektion bei Katzen mit Myelosuppression oder

Lymphom zu untersuchen.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Feline Leukimieviren

Die drei wichtigsten Subtypen von FeLV sind FeLV-A, FeLV-B und FeLV-C.
Diese Klassifizierung erfolgt auf der Basis von Virusneutralisationstests.

(SARMA & LOG, 1971; SARMA et al., 1975a).

1.1. Endogene Retroviren

Endogene Retroviren (enFeLV) sind replikationsdefekte, nicht pathogene Viren
bei Feliden, die durch eine Infektion mit einem Nagervirus auf Katzen
iibergegangen sind (BENVENISTE et al., 1975; BENVENISTE & TODARO,
1975; ROCA et al., 2004; ROCA et al., 2005). Lange Zeit ging man davon aus,
dass es sich dabei um Relikte einer vor langer Zeit stattgefundenen Retrovirus-
Infektion handelt (TANDON et al., 2008b). Der Nachweis zweier endogener,
FeLV-verwandter Sequenzen in einer Population domestizierter Katzen deutete
hingegen auf eine Integration von enFeLV in das Genom der Katze wéhrend oder
erst nach der Domestizierung der Wildkatze hin (ROCA et al., 2004). Tandon et
al. (2007) stellten bei FeLV-infizierten Katzen eine groBere Menge an enFeLV
fest als bei nicht infizierten Katzen (TANDON et al., 2007). Die Ergebnisse dieser
Studie aus der Schweiz fiihrten zu der Hypothese, dass enFeLV sowohl die
Pathogenese als auch Entwicklung einer FeLV-Infektion beeinflussen konnen,
ohne dabei selbst eine Infektion hervorzurufen (OVERBAUGH et al., 1988b;
ROY-BURMAN, 1995; TANDON et al., 2007). Bei FeLLV-infizierten Tieren, die
eine groBe Menge an enFeLV in sich trugen, war die Replikationsrate des Virus
hoher als bei Tieren, die weniger enFeLV in sich trugen. Jedoch beeinflusste die
Menge an enFeLV nicht, ob die Katzen eine regressive oder eine progressive
Infektion entwickelten (TANDON et al.,, 2008b). Durch Rekombination von
enFeLV mit dem Subtyp A des FeLV (SHEETS et al., 1993) entstehen
rekombinante FeLV-Stimme (rFeLV), die die Pathogenitit des FeLV-A
verstirken. In experimentellen Studien rufen rFeL'V mediastinale Lymphome

hervor (PANDEY et al., 1995).

Bei dem RD-114-Virus handelt es sich um ein endogenes Retrovirus bei
Hauskatzen, das eigentlich enger mit endogenen Pavian-Retroviren (BaEV) als

mit FeLV verwandt ist (BENVENISTE & TODARO, 1974). In in-vitro-Studien
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wurde gezeigt, dass RD-114-Sequenzen zwar in felinen Zellen transkribiert und
translatiert werden, eine vollstindige Replikation jedoch nicht erfolgt (OKABE et
al., 1973; GARDNER et al., 1974; LEVIN et al., 1976; NIMAN et al., 1977).
Daneben gibt es noch weitere Viren, die zu den endogenen Retroviren der Katze
gezihlt werden. Dazu gehoren die sogenannten Felis-catus-endogenen-Retroviren
(FcEV), die zusammen mit den BaEV als Ursprung der RD-114-Sequenzen gelten
(VAN DER KUYL et al., 1999), ebenso wie endogene retrovirale Sequenzen, die
eng verwandt sind mit MAC-1, einem endogenen Retrovirus mit Typ-C-

Morphologie bei Primaten (TODARO et al., 1978).

1.2. Subtypen des felinen Leukimievirus

Es gibt drei FeLV-Subtypen, die sich gegenseitig beeinflussen (SARMA & LOG,
1971, 1973; SARMA et al., 1975b; JARRETT, 1980; ANDERSON et al., 2000).
Dies sind die Subtypen A, B und C. Jeder Subtyp verwendet einen anderen
Rezeptor, um an die Wirtszelle zu binden (SARMA & LOG, 1971; JARRETT et
al., 1973a; SARMA & LOG, 1973; SARMA et al., 1975b; JARRETT, 1980;
MOSER et al., 1998; TAILOR et al., 1999; ANDERSON et al., 2000; QUIGLEY
et al., 2000; ANDERSON et al., 2001).

1.2.1. Subtyp A

FeLLV-A wird bei allen natiirlich infizierten Katzen nachgewiesen (JARRETT et
al., 1978). Es ist die iibertragbare und infektiose Form des FeLV (JARRETT et
al., 1973b; JARRETT & RUSSELL, 1978; SARMA et al., 1978; DONAHUE et
al., 1988). FeLV-A infiziert vorzugsweise Zellen von Katzen, ist jedoch auch
schwach infektios fiir Zellen anderer Spezies. FeLV-A ist der einzige Subtyp, der
per se kontagios ist. Es wird horizontal von Katze zu Katze weitergegeben und
benotigt keine enFelLV fiir seine Infektiositit (JARRETT & RUSSELL, 1978;
HARDY, 1992). FeLV-A besitzt eine ausgeprigte Fihigkeit zur Replikation.
AuBerdem ist es imstande, die Immunantwort der Katze zu umgehen und hilt die
Replikation beim Vorhandensein defekter FeLV-B- und FeLV-C-Virionen
aufrecht (HARTMANN, 2005). Das klinische Bild einer Infektion mit FeLV-A
ist oft von einer sich allmihlich entwickelnden Immundefizienz und von der
Entstehung von Lymphomen geprigt (OVERBAUGH et al., 1988a; HOOVER &
MULLINS, 1991; NEIL et al., 1991; HARDY, 1993).

FeLV-A verwendet das feline Thiamin-Transport-Protein-1 (feTHTRI1) als
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Rezeptor. FeTHTR1 verdankt seinen Namen der Ahnlichkeit zum humanen

Thiamin-Transport-Protein-1 (huTHTR1) (MENDOZA et al., 2006).

1.2.2. Subtyp B

FeLV-B entsteht de novo in einer bereits mit FeLV-A infizierten Katze durch
Rekombination aus FeLV-A und enFeLV-Segmenten (STEWART et al., 1986;
OVERBAUGH et al., 1988b; NEIL et al.,, 1991; SHEETS et al., 1993). Eine
Replikation von FeLLV-B ist also nur moglich mit Hilfe von FeLV-A, da dem
FeLLV-B hierfiir essentielle genomische Sequenzen fehlen. Obwohl FeLV-B auf
das Vorhandensein von FeLLV-A angewiesen ist, ist es pathogener als FeLV-A
selbst (ROJKO et al., 1988). Wihrend FeLV-A vor allem Zellen von
Katzenartigen infiziert, ist FeLV-B in der Lage, ein weites Spektrum nicht-feliner
Zelltypen zu infizieren (JARRETT et al., 1973a; HOOVER & MULLINS, 1991;
NEIL et al., 1991) und ist mit dem Auftreten von Tumoren verbunden
(HARTMANN, 2005). In einer Studie bei experimentell mit FeLV-B-infizierten
Kitzchen, entwickelten nahezu 100 % innerhalb eines Jahres ein Lymphom

(PEDERSEN, 1988).

FeLV-B verwendet den anorganischen Phosphat-Transporter Pitl sowie den eng
verwandten Transporter Pit2 als Rezeptor (MILLER et al., 1993; BOOMER et al.,
1997). Pitl und Pit2 sind auch Rezeptoren des Gibbon-Affen-Leukdmievirus und
von murinen Leukdmieviren (O’'HARA et al., 1990; TAKEUCHI et al., 1992;
MILLER et al., 1993; KAVANAUGH et al., 1994; MILLER et al., 1994; VAN
ZEIL et al., 1994; BOOMER et al., 1997).

1.2.3. Subtyp C

FeLV-C entsteht de novo in einer FeLV-A-infizierten Katze durch Mutation
(NEIL et al., 1991; RIGBY et al., 1992). Eine Replikation von FeLV-C ist
ebenfalls nur mit Hilfe von FeLV-A moglich, da ihm essentielle genomische
Sequenzen fehlen. Wie FeLV-B ist auch FeLV-C pathogener als FeLV-A
(ROJKO et al., 1988) und kann in vitro ein weites Spektrum nicht-feliner
Zelltypen infizieren (JARRETT et al., 1973a; HOOVER & MULLINS, 1991;
NEIL et al.,, 1991). FeLV-C kommt nur selten vor und fiihrt héufig zur
sogenannten Pure Red Cell Anemia (PRCA) (ONIONS et al., 1982; JARRETT et
al., 1984c; RIEDEL et al., 1986; ABKOWITZ et al., 1987; RIEDEL et al., 1988;
DORNSIFE et al., 1989; NEIL et al., 1991; RIGBY et al., 1992). In einer Studie
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entwickelten experimentell mit FeLV-C infizierte Katzen todlich verlaufende
aregenerative Andmien (PEDERSEN, 1988). Der Rezeptor fiir FeLV-C (FLVCR)
ist ein Him-Export-Protein (QUIGLEY et al., 2004).

1.24. Felines Sarkomvirus

Das feline Sarkomvirus (FeSV) entsteht ebenfalls de novo in einer FeLV-A-
infizierten Katze aus Rekombination von FeLLV-A und Tumor-assoziierten
zellularen Genen, den sogenannten Proto-Onkogenen. Dadurch entsteht ein
Tumor-verursachendes Virus, das bei Penetration der Zelle bereits onkogenes
Potential besitzt. FeSV verursacht multifokale Fibrosarkome, die sich nach einer

kurzen Inkubationszeit entwickeln (HARDY, 1990).

1.2.5. Weitere Subtypen

FeLV-myc wird, wie FeLV-B und FeLV-C, nicht von Katze zu Katze iibertragen,
sondern ensteht de novo in FeLV-A-infizierten Tieren. Myc ist ein zelluldres
Proto-Onkogen, das eine wichtige Rolle bei der Tumorentstehung spielt
(MULLINS et al., 1984). Durch Insertion des FeLV-Genoms in der Ndhe von myc
wird dieses Onkogen aktiviert und iiberexprimiert. Dies resultiert in einer
unkontrollierten Proliferation der infizierten Zelle (TSUJIMOTO et al., 1993). In
einer Studie bei 119 Katzen mit Lymphom war bei 38 Tieren (32 %) myc wihrend
der Transduktion oder Insertion des Virus beteiligt (TSATSANIS et al., 1994).

FeLV-T ist eine Variante des Subtyps A mit Anderungen des Hiillproteins
(JARRETT, 1980). Es verwendet den anorganischen Phosphat-Transporter Pitl
als Rezeptor, bendtigt aber zusitzlich ein zweites Wirts-Protein, ndmlich FeLLIX
(ROHN et al., 1994; ROHN et al., 1998; ANDERSON et al., 2000; GWYNN et
al., 2000), das vor allem von Lymphgewebe exprimiert wird und in vitro einen

reinen T-Zell-Tropismus zeigt (LAURING et al., 2001).

2. Klinik der felinen Leukimievirusinfektion

FeLV ziéhlt zu den meist verbreiteten todlichen Krankheitserregern weltweit
(GOMES-KELLER et al., 2006). Die Folgen einer natiirlichen FeLV-Infektion
sind sehr verschieden und schwer vorhersehbar. Es konnen degenerative,
proliferative und neoplastische Krankheiten auftreten (LEVY, 2008). Die
Veridnderungen, die durch eine FeLV-Infektion hervorgerufen werden, werden in

neoplastische und nicht-neoplastische Krankheiten unterteilt. In den meisten
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Studien treten nicht-neoplastische Krankheiten héaufiger auf als Tumore
(COTTER et al., 1975; HARDY, 1981b; WITTMER, 1993). In einer Studie bei
Sektionskatzen zeigten 77 % der Tiere mit persistierender FeLV-Infektion nicht-
neoplastische Veridnderungen. Nur 23 % hatten eine Neoplasie (REINACHER &
THEILEN, 1987; REINACHER, 1989).

2.1. Katzen mit Virimie

Wenn Katzen eine FeLV-Virdmie zeigen, dann ist in der Regel freies FeLV-p27-
Antigen im Blut vorhanden und nachweisbar. Als persistend virdmisch gelten
Tiere, die bei einer Infektion mit dem Virus aufgrund einer ungeniigenden
Immunantwort fiir den Rest ihres Lebens eine Virdmie haben und zu
Dauerausscheidern werden (HARDY et al., 1973b; JARRETT et al., 1973b;
HARDY et al., 1976; HOOVER et al., 1977b). Diese persistierende Virdmie tritt
je nach Infektionsdruck bei drei bis 30 % aller FeLV-infizierten Katzen auf
(PEDERSEN, 1990). Persistent virdmische Tiere haben eine herabgesetzte
Lebenserwartung (FRANCIS et al., 1980; MCCLELLAND et al., 1980) und
sterben meist an einer FeLLV-assoziierten Krankheit (PEDERSEN, 1990).

2.1.1. Hiamatologische Verinderungen

Ein Zusammenhang von hédmatologischen Verdnderungen mit einer FeLV-
Infektion wurde in zahlreichen Studien belegt. FeL'V hat sowohl direkt als auch
indirekt Knochenmarks-suppressive Wirkung (COTTER et al., 1975; MACKEY
et al., 1975; JORDAN et al.,, 1993; SHELTON & LINENBERGER, 1995;
ARJONA et al., 2000).

2.1.1.1. Lymphopenie

Lymphopenien konnen im Zuge einer FeLV-Infektion auftreten, werden jedoch
vergleichsweise héaufiger als Folge einer chronischen Infektion mit FIV
beobachtet (SHELTON & LINENBERGER, 1995; ARJONA et al., 2000). In den
meisten Fillen kommt eine Lymphopenie durch eine direkte Virus-Replikation in

Lymphozyten zustande (HARTMANN, 2005).

2.1.1.2. Neutropenie

Neutropenien treten héufig alleine oder in Kombination mit anderen Zytopenien
im Zuge einer FeLV-Infektion auf (BROWN & ROGERS, 2001). Arjona et al.
(2000) ermittelten bei einer Untersuchung von 180 Katzen, dass 46 % der FeLV-
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positiven Tiere leukopenisch waren und wiesen damit eine signifikante
Assoziation zwischen der Entwicklung einer Leukopenie und einer FeLV-
Infektion nach (ARJONA et al.,, 2000). In einer retrospektiven Studie iiber
neutropenische Katzen waren sieben von 29 Tieren FeLLV-Antigen-positiv und bei
mehr als der Hilfte der Katzen wurde eine nicht-bakterielle Infektion
nachgewiesen (BROWN & ROGERS, 2001). Bis zu 50 % der FeLV-infizierten
Tiere, die in einer Studie mit verschiedenen Krankheitssymptomen vorgestellt
wurden, zeigten eine Neutropenie im peripheren Blut (LATIMER, 1989), in einer
anderen Studie waren es 33 % (ARJONA et al., 2000).

Neutropenien konnen primir durch verminderte Produktion im Knochenmark und
durch erhohten Verbrauch auftreten. Sekundédr konnen sie durch einen immun-
mediierten Prozess entstehen, bei dem die Granulopoese im Knochenmark
unterdriickt oder zirkulierende Neutrophile zerstort werden. In einigen Fillen wird
eine Hypoplasie aller granulozytiren Vorldauferzellen im Knochenmark
beobachtet. Die Zellreifung kann dabei auf verschiedenen Entwicklungsstufen, z.
B. auf der myelozytischen oder metamyelozytischen Stufe, unterbrochen werden

(LATIMER, 1995; KNOLL, 1997).

Neutrophile Granulozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Abwehr von
eindringenden Pathogenen (LATIMER, 1995). Katzen mit Neutropenie werden in
den meisten Fillen aufgrund von immer wieder kehrenden bakteriellen
Infektionen vorgestellt. Einige Katzen leiden an einer persistierenden Gingivitis

(COTTER, 1998).

Neben den zumeist persistenten oder einmalig transient auftretenden
Neutropenien wurde im Zusammenhang mit einer FeLV-Infektion auch eine
zyklische Neutropenie beschrieben. Ein Zyklus dauerte dabei etwa 12 Tage. Da
die meisten Tiere sich gut unter einer Therapie mit Glukokortikoiden erholen,
geht man hier von einer immun-mediierten Komponente aus (SWENSON et al.,
1987). Neutropenien traten auch bei FeLV-positiven Katzen mit einem
sogenannten ,,feline panleukopenia-like syndrome* (FPLS) auf (SHELTON &
LINENBERGER, 1995). FPLS hat klinisch grofle Ahnlichkeit mit der durch
feline Panleukopenieviren (FPV) hervorgerufenen felinen Panleukopenie;
weiterhin sind die FeLV-positiven Katzen gewohnlich andmisch (HARTMANN,
2005). Da bei experimentell mit FeLV infizierten Katzen, die an FPLS starben,

FPV-Antigene gefunden wurden, geht man davon aus, dass FPLS nicht allein
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durch eine FeLV-Infektion enstand, sondern durch eine Ko-Infektion mit FPV

(LUTZ et al., 1995).

2.1.1.3. Animie

Anidmien treten bei mehr als 50 % aller FeLLV-infizierten Katzen mit Symptomen
auf (COTTER et al., 1975; MACKEY, 1975; MACKEY et al., 1975). Vor iiber 20
Jahren waren noch 75 % aller aregenerativen Andmien die Folge einer FeL V-
Infektion (COTTER et al., 1975). Aufgrund der weltweit sinkenden Privalenz
(HARTMANN et al., 1992; GLEICH et al., 2009) ist diese Zahl heutzutage
jedoch deutlich geringer. Neben hdmolytischen (regenerativen) sind vor allem
aregenerative Andmien Folge einer FeLV-Infektion. Eine aufgrund einer FeL V-
Infektion auftretende aregenerative Andmie ist zumeist normochrom und
normozytdr. Im Blut findet sich nur eine geringe Zahl an Retikulozyten. Das
Knochenmark ist meist hypo- oder normozellulir und beherbergt mehr

myeloische als erythroische Zellen (COTTER, 1979).

2.1.1.3.1. Hiamolytische Anémie

Nur ungefdhr 10 % aller FeLLV-assoziierten Andmien sind regenerativ. Sie sind
charakterisiert durch eine hohe Retikulozyten-Zahl, ein hohes mittleres
Erythrozytenzellvolumen (mean corpuscular volume, MCV) sowie durch
Anisozytose, kernhaltige Erythrozyten und Polychromasie (SHELTON &
LINENBERGER, 1995). Regenerative Andmien entstechen meist durch eine
FeLV-induzierte immun-mediierte Hidmolyse. Diese ist Folge einer Virus-
induzierten Expression von Fremd-Antigenen auf der Erythrozyten-Oberfliche
(SCOTT et al., 1973; KOCIBA, 1986). Fiir die dadurch entstehende immun-
mediierte  hdmolytische ~ Andmie sind ein  positiver Coombs-Test,
Autoagglutination und das Auftreten von Sphirozyten charakteristisch (KOHN et
al., 2006).

Eine regenerative Anidmie kann auch sekundidr durch eine Ko-Infektion mit
hdmotrophen Mykoplasmen, vor allem Mycoplasma haemofelis, entstehen.
Klinisch manifeste Sekundirinfektionen mit Mycoplasma haemofelis sind meist
Folge einer FeLV-induzierten Immunsuppression (KOCIBA, 1986; BOBADE et
al., 1988). Seltener fithren durch FeLLV hervorgerufene Thrombozytopenien zu
Blutungen und damit zu einer regenerativen Anidmie (SHELTON &

LINENBERGER, 1995; GEORGE et al, 2002; HARRUS et al., 2002;
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HARTMANN, 2005).

2.1.1.3.2. Pure Red Cell Aplasia

Bei der pure red cell aplasia (PRCA) handelt es sich um eine isolierte Aplasie der
Erythrozyten, die sich als schwere aregenerative Andmie mit einem Hamatokrit
von unter 15 % manifestiert (HOOVER et al., 1974; HOOVER et al., 1977a). Die
PRCA st charakterisiert durch eine Makrozytose der Erythrozyten bei
gleichzeitigem Fehlen von Retikulozyten. Hamoglobin-haltige Zellen im
Knochenmark fehlen ebenfalls (ONIONS et al., 1982; TESTA et al.,, 1983;
ABKOWITZ et al., 1985). Man geht davon aus, dass die Makrozytose Folge eines
FeLV-induzierten Zellteilungs-Defekts ist, und es wihrend der Erythropoese
nicht zur Mitose der Zellen kommt. Das Knochenmark dieser Katzen ist fiir
gewohnlich normozellulidr, kann aber auch hypozelluldar mit mehr myeloischen als

erythroischen Zellen sein (NOWINSKI et al., 1977; LEVY, 2000).

Ausgelost wird die PRCA durch den FeLV-C/Sarma-Stamm des FeLV. FeLV-C
verhindert die Differenzierung der sogenannten erythroischen burst-forming units
(BFU-E) zu sogenannten erythroischen colony-forming wunits (CFU-E)
(ABKOWITZ et al., 1987; ABKOWITZ, 1991). Das Hiillprotein gp70 (dessen
Struktur den Hauptunterschied zwischen den Subtypen A, B und C ausmacht)
beeinflusst dabei Zell-Rezeptoren und Signalwege, die grundlegend fiir die
Erythropoese sind (QUACKENBUSH et al., 1990; ABKOWITZ, 1991;
SHELTON & LINENBERGER, 1995; YOUNG et al., 2000). Es werden zwar
sowohl die Vorlduferzellen der Erythrozyten (BFU-E und CFU-E) als auch die
Vorlduferzellen der Granulozyten und Makrophagen (CFU-GM) mit FelLV
infiziert, verhindert wird jedoch ausschlieBlich die Erythropoese (ABKOWITZ et
al., 1987). Weder ein Erythropoetin-Mangel noch ein Vitamin-B12-Mangel
scheinen zur Entstehung der PRCA beizutragen. In einer Studie wurden deutlich

erhohte Serum-Erythropoetin-Werte gemessen (LEVY, 2000).

2.1.1.3.3. Weitere Aniimieformen

Die sogenannte Andmie der chronischen Erkrankungen entwickelt sich sekundir
zu Stress oder Krankheiten, die aufgrund einer FeLV-induzierten
Immunsuppression entstechen. Dabei werden Entziindungs-Zytokine durch das
FeLV selbst oder durch eine bakterielle Sekundérinfektion stimuliert. Als Folge

kommt es zu einer Sequestration von Eisen, einer verkiirzten Lebensdauer der
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Erythrozyten sowie zu einer reduzierten Erythropoetin-Produktion im
Knochenmark. Diese Andmieform ist zumeist mild bis moderat, normochrom und
normozytir (WEISS & KREHBIEL, 1983; HARTMANN, 2005; OTTENJANN et
al., 2006). Sekundir kann es auch zu schweren Andmien kommen, wenn bei
systemischen Infektionen oder bei Lymphomen das Knochenmark verdriangt wird
oder aber, wie etwa bei der Erythroleukdmie oder der Retikuloendotheliose,
Stamm- oder Vorlduferzellen durch neoplastische Prozesse verindert werden

(GABOR et al., 2000; HARTMANN, 2005).

2.1.1.4. Thrombozytopenie und Thrombozytopathie

In einer Studie von Jordan et al. (1993) waren FeLV-Infektionen neben
myeloproliferativen Neoplasien die hiufigste Ursache fiir Thrombozytopenien bei
Katzen (JORDAN et al.,, 1993). Ein Thrombozyten-Mangel entsteht sekundir
aufgrund einer FeLV-induzierten Knochenmarkssuppression und der damit
verbundenen eingeschrinkten Produktion von Blutpliattchen (HARTMANN,
2005). Megakaryozyten sind hiufig Ziel einer produktiven FeLV-Infektion, und
in einigen reifen Thrombozyten finden sich FeLV-Proteine als Folge einer
Infektion (OVERBAUGH et al., 1988a). In einer experimentellen Studie wurde
gezeigt, dass beispielsweise der Kawakami-Theilen-Stamm des FeLLV im Verlauf
einer akuten FeLV-Infektion starke Makrothrombozytosen und
Thrombozytopenien auslosen kann (BOYCE et al., 1986). Immun-mediierte
Thrombozytopenien treten bei FeLLV-infizierten Tieren selten allein, sondern oft
zusammen mit immun-mediierten hdmolytischen Andmien auf (HARTMANN,

2005).

Bei manchen FelLV-infizierten Katzen ist auch die Lebensdauer der
Thrombozyten verkiirzt. Die Thrombozyten selbst konnen in Grofle, Menge, Form

und Funktion verindert sein (HARTMANN, 2005).

2.1.1.5. Panzytopenie

Die aregenerative Panzytopenie wird im englischen Sprachgebrauch ,,aplastische
Andmie*“ genannt. Die aplastische Anédmie ist charakterisiert durch ein
hypozelluldares Knochenmark, das durch Fett ersetzt wurde (BRUNNING, 1989;
WEISS, 2000; YOUNG et al., 2000). Da alle Zellreihen betroffen sind, geht man
davon aus, dass es sich bei der Panzytopenie im Vergleich zur PRCA um ein

weiter fortgeschrittenes Stadium einer Knochenmarkssuppression handelt
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(HARTMANN, 2005). Der FeLV-C-Subtyp ist das bislang einzige bekannte
Virus, das aplastische Andmien hervorrufen kann. Wie die PRCA entsteht auch
die Panzytopenie als Folge einer Myelosuppression. Es kommt zu einer Virus-
induzierten Verdnderung der hdmatopoietischen Genexpression. Dadurch werden
frithe Vorlduferzellen aller Zellreihen im Knochenmark beeinflusst (ONIONS et
al., 1982; JARRETT et al., 1984c). Zytologisch finden sich oft in Knochenmarks-
Aspiraten neben reinem Fett auch nekrotische Areale (SHIMODA et al., 2000a).

Manche Katzen zeigen eine zyklische Hamatopoese mit periodischem Auftreten
von Retikulozyten, Granulozyten und Thrombozyten. Der Grund dafiir ist die
Infektion von Zellen im Knochenmark, die fiir die Aufrechterhaltung der
Knochenmarks-Struktur verantwortlich sind. In verschiedenen in-vitro-Studien
konnte FeLV die Lebensfihigkeit, das Wachstum und die Produktion von
Wachstums-regulierenden Substanzen der hédmatopoietischen Vorlduferzellen
beeintrichtigen (LINENBERGER & ABKOWITZ, 1992; LINENBERGER et al.,
1995; LINENBERGER & DENG, 1999).

2.1.2.  Neoplasien

FeLV ist ein bedeutendes Onkogen, das bei Katzen fiir die Entstehung
verschiedender Neoplasien verantwortlich ist (JARRETT, 1984a; NEIL et al.,
1991). Die durch FeLLV hervorgerufenen Tumoren werden, zumindest zum Teil,
durch eine sogenannte ,insertionelle“ Mutagenese verursacht, bei der das
integrierte FeLV-Provirus ein Proto-Onkogen aktiviert oder ein Tumor-
Suppressor-Gen zerstort. Beides kann im weiteren Verlauf zur Entstehung von
Tumoren beitragen. Durch insertionelle Mutagenese und die damit verbundene
unkontrollierte Proliferation von Zellen konnen also Zell-Klone mit malignem
Phénotyp entstehen (FUJINO et al., 2003). Dies geschieht, wenn das FeLV-
Genom nahe eines zelluliren Onkogens (meist myc) in das zellulire Genom
eingebaut wird. Dadurch kommt es zur Aktivierung und Uberexpression des c-
myc Proto-Onkogens (NEIL et al., 1984; FORREST et al., 1987; MIURA et al.,
1987; LEVY et al., 1993b; TSATSANIS et al., 1994). Die Insertion des FeLLV-
Genoms kann auch in der Ndhe von Proto-Onkogenen stattfinden (z. B. pim-1 und
flvi-2, das fiir das feline Homologon von bmi-I kodiert) (LEVY & LOBELLE-
RICH, 1992; LEVY et al., 1993a; LEVY et al., 1993b; TSATSANIS et al., 1994).
Bei der FeLV-induzierten Onkogenese scheint es dariiber hinaus zu einer

Vervielfiltigung der U3-Sequenz im Bereich der long terminal repeats (LTR) des
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Virus zu kommen (NEIL et al., 1991; ROHN et al., 1994).

Der Subtyp FeLV-A kann Onkogene aufnehmen, um dann rekombinante Viren,
wie beispielsweise den Subtyp FeLLV-B oder das feline Sarkomvirus, zu bilden.
Dabei werden onkogene Sequenzen in der Zelle an neuen Stellen eingefiigt und
aktiviert. Bei Eintritt in die Zelle besitzen diese neuen, rekombinanten Viren dann
onkogenes Potential (ESSEX & SNYDER, 1973; SNYDER et al., 1978§;
HARTMANN, 2005).

2.1.2.1. Lymphom und lymphatische Leukimie

FeLV fiihrt hiufig zu Tumoren. So waren in einer neuen Studie aus dem Jahr
2007 54 % der FeLV-positiven Katzen an maligen Lymphomen oder
lymphatischer Leukédmie erkrankt (SUNTZ, 2007).

Schon die Erstbeschreibung von FeLLV stand in direktem Zusammenhang mit dem
Auftreten eines Lymphoms (JARRETT et al., 1964a; JARRETT et al., 1964b).
Laut Rojko und Hardy (1994) sind zwischen 30 und 45 % aller Tumore bei
Katzen hdmatopoietischen Ursprungs (ROJKO & HARDY, 1994), von denen
wiederum ca. 90 % Lymphome sind (DORN et al., 1968). Lymphome sind also
die am haufigsten auftretenden Tumore bei Katzen (30 %); sie sind hdufiger als
bei irgendeiner anderen Spezies (VAIL et al.,, 1998; MURPHY et al., 1999).
Lymphome bei Katzen sind meistens ,,high grade* mit immunoblastischer oder
lymphoblastischer Morphologie. Sie konnen aber auch lymphoblastisch und
lymphozytisch gemischt oder gelegentlich ,low grade* lymphozytisch sein
(VALLI et al., 1995; VALLI et al., 2000).

Noch bis vor wenigen Jahrzehnten galt FeLV als das dtiologische Agens aller
lymphoproliferativen Neoplasien (HARDY et al., 1973b; ESSEX et al., 1975;
ONIONS, 1985). Viele Studien zeigten jedoch inzwischen, dass Lymphome auch
ohne nachweisbare FeLLV-Infektion (WANG et al., 2001) und auch bei spezifisch
Pathogen-frei (SPF) aufgezogenen Katzen auftreten konnen (JARRETT et al.,
1984b). Dass es einen  dtiologischen  Zusammenhang  zwischen
Lymphomen/lymphatischen Leukdmien und einer FeLV-Infektion gibt, wurde
mehrfach  bewiesen. So entwickeln Katzenwelpen Lymphome nach
experimenteller Infektion mit FeLV (RICKARD, 1969; HARDY et al., 1973a;
JARRETT et al., 1973a). AuB3erdem tritt bei FeLV-infizierten Tieren ofter als bei
nicht-infizierten Tieren ein Lymphom auf (ESSEX & SNYDER, 1973; HARDY
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et al., 1973a), und ein GroBteil der Katzen mit Lymphomen war in den bisher
durchgefiihrten Studien FeLLV-positiv (COTTER et al., 1975; FRANCIS et al.,
1977; FRANCIS et al., 1979; HARDY et al., 1980; REINACHER, 1987;
SHELTON et al., 1990; HARRUS et al., 2002).

Die Anzahl der FeLV-positiven Tiere mit Lymphom ist in den letzten Jahren
deutlich zuriick gegangen (MAULDIN et al., 1995; MOORE et al.,, 1996;
HARTMANN et al., 1998). Zwischen 1980 und 1995 waren in einer
Untersuchung in Deutschland noch 59 % der Katzen mit Lymphom oder
lymphatischer Leukdmie FeL'V-Antigen-positiv, in den darauf folgenden vier
Jahren waren es nur noch 20 % (HARTMANN et al., 1998). Eine neuere Studie
ermittelte bei entsprechenden Katzen mit Lymphom sogar eine Privalenz von nur
knapp 7 % (TESKE et al., 2002). Zu einem groflen Teil ist diese riickldufige
Entwicklung auf die Durchfithrung konsequenter Impfprogramme gegen FeLV

zuriickzufiihren (VAIL et al., 1998).

2.1.2.1.1. Mediastinales Lymphom

Mediastinale Lymphome treten oft in Zusammenhang mit einer FeLV-Infektion
auf und kommen besonders bei jungen Katzen unter drei Jahren vor (VALLI et
al., 2000). Im Gegensatz zu den Ergebnissen élterer Studien ist das mediastinale
Lymphom nicht mehr die am héufigsten auftretende Lymphomart bei Katzen.
Noch vor einigen Jahren waren zwischen 68 und 92 % aller Katzen mit einem
mediastinalen Lymphom FeLV-Antigen-positiv (COTTER et al., 1975;
FRANCIS et al., 1979; HARDY et al., 1980; REINACHER & THEILEN, 1987;
ROJKO & HARDY, 1994; VAIL et al., 1998). Neueren Studien zufolge ist auch
dieser Prozentsatz zuriick gegangen (TESKE et al., 2002). Anders herum
betrachtet, waren in einer Studie 37,2 % aller Lymphome bei FeLV-positiven

Katzen mediastinal (WITTMER, 1993).

Mediastinale Lymphome entstehen in der Thymusregion und fiithren schlielich
zu einem malignen Pleuralerguss. Die Zellzahl im Erguss ist gewohnlich grofer
als 8000/ul; hauptsédchlich handelt es sich dabei um unreife Lymphozyten. Die
meisten Katzen mit mediastinalem Lymphom werden mit mehr oder wenig starker
Dyspnoe vorgestellt. In manchen Fillen tritt Regurgitation (durch Druck auf den
Osophagus) oder ein Horner-Syndrom (durch Druck auf sympathische Nerven im

Thorax) auf (COTTER, 1998).
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2.1.2.1.2. Intestinales Lymphom

Intestinale Lymphome treten vor allem bei dlteren Katzen auf, die in der Mehrzahl
FeLV-Antigen-negativ sind. Ungeféhr 25 bis 30 % aller Katzen mit intestinalen
Lymphomen waren in einer Studie von 1998 FeLV-positiv. In einer neueren
Untersuchung waren hingegen nur 6 % aller Katzen FeLV-positiv, lediglich
doppelt so viele wie in der normalen Katzenpopulation (HARTMANN et al.,
1998).

Normalerweise werden Katzen mit einem intestinalen Lymphom wegen
Erbrechen und Durchfall vorgestellt, bei einigen jedoch tritt klinisch nur Anorexie
und damit verbundener Gewichtsverlust auf. Intestinale Lymphome koénnen fokal
oder diffus verteilt sein, die Mesenteriallymphknoten sind dabei gewohnlich nicht

vergrolert MAHONY et al., 1995).

2.1.2.1.3. Multizentrisches Lymphom

Ungefihr die Hilfte aller Katzen mit einem multizentrischen Lymphom ist FeLLV-
Antigen-positiv. Multizentrische Lymphome zeichnen sich durch das
Vorhandensein von Tumoren in verschiedenen Organen aus. Dabei kann in
annihernd jeder Region des Korpers, wie beispielsweise der Haut, der Leber, den
Nieren, der Harnblase, dem Gehirn, der Lunge, der Gingiva und der Nasenhohle,
ein Lymphom entstehen (LANE et al., 1994). Lymphome in den Nieren sind
meist bilateral und verursachen erst in einem weit fortgeschrittenen Stadium ein
Nierenversagen mit klinischen Symptomen und Renomegalie. Epidurale
Lymphome konnen Paralysen hervorrufen, die plotzlich auftreten oder sich
graduell verschlimmern. Bei ungefihr 70 % aller Katzen ist dabei das
Knochenmark befallen. Trotzdem kann das Blutbild dieser Tiere unauffillig sein

(SPODNICK et al., 1992; LANE et al., 1994).

2.1.2.1.4. Leukiimie

In den meisten Studien waren ungefihr 50 % aller Katzen mit lymphatischer
Leukdmie FeLV-Antigen-positiv. Da alle hdmatopoietischen Zellen fiir FeLV
empfianglich sind, treten sowohl lymphatische als auch myeloische (granulozytire,
erythroische und megakaryozytire) Formen auf (TOTH et al., 1986;
REINACHER, 1987; BLUE, 1988; WITTMER, 1993; NISHIGAKI et al., 1997,
COMAZZI et al., 2000; SHIMODA et al., 2000b; HISASUE et al., 2001). Auch

mehr als die Hilfte aller Katzen mit nicht-lymphatischer Leukédmie sind FeLLV-
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positiv (HARTMANN, 2005).

Insbesondere bei der nicht-lymphatischen Leukdmie kommt es bereits auf der
Stufe der Stammzellen zur Transformation der Zellen durch das Virus, so dass
mehr als eine Zellreihe betroffen sein kann. Nicht-lymphatische Leukidmien
werden oftmals auch als ,,myeloproliferative Krankheiten* bezeichnet (COTTER,

1998).

Man unterscheidet zwischen der akuten und der chronischen Leukédmie. Bei der
akuten Leukdmie ist das Knochenmark voll mit blastischen Zellen, und die
normale H@matopoese ist unterdriickt. Die Schwere der klinischen Symptome
korreliert mit dem Verlust an hdmatopoietischen Zellen. Dabei treten Anédmien,
Neutropenien und Thrombozytopenien auf. Katzen mit Andmie konnen apathisch
sein, Katzen mit Neutropenie sind priddisponiert fiir das Auftreten einer Sepsis,
und Tiere mit Thrombozytopenie neigen zu Blutungen. Durch extramedullédre
Hamatopoese oder aufgrund maligner Infiltration der Milz entwickelt sich haufig

eine Splenomegalie (BLUE et al., 1988).

Chronische Leukdmien sind selten bei Katzen und stehen sehr selten in
Zusammenhang mit einer FeLV-Infektion. Man unterscheidet die gut
differenzierte chronische lymphatische Leukdmie (CLL), die chronische
myeloische Leukdmie (CML), die Polyzythdmia vera und die Thrombozythémie.
Bei der eosinophilen Leukimie handelt es sich moglicherweise um einen Subtyp
B der CML. Sie wurde auch im Zusammenhang mit FeLL'V beschrieben (GELAIN
et al., 2006). Die Differenzierung zwischen dem Vorliegen einer schweren
reaktiven Eosinophilie (HES, hypereosinophiles Syndrom) und eines Tumors ist
schwierig, da in beiden Fillen eine grole Anzahl morphologisch unauffilliger
eosinophiler Granulozyten in Knochenmark, Blut und anderen Organen auftreten

(COTTER, 1998).

2.1.2.2. Fibrosarkome

In verschiedenen Studien wurde eine signifikante Assoziation zwischen FeLV und
dem Auftreten von mesenchymalen Tumoren gezeigt. Dazu zidhlen Fibrosarkome,
Osteosarkome und Meningiome (REINACHER, 1987; WITTMER, 1993). Snyder
und Theilen (1969) isolierten FeL'V erstmalig aus einem multizentrischen,

subkutanen Fibrosarkom einer Katze (SNYDER & THEILEN, 1969).

Fibrosarkome, die im Zusammenhang mit FeLV auftreten, werden durch FeSV
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hervorgerufen, einem rekombinanten Virus, das de novo in einer FeLV-A-
infizierten Katze aus Rekombination von FeLV und zelluliren Onkogenen
entsteht. Da FeSV selbst replikationsdefekt und auf ein FeLV-Helfervirus
angewiesen ist, sind alle Tiere mit einem FeSV-induzierten Fibrosarkom auch
FeLV-positiv (ROJKO & HARDY, 1994). Aus natiirlich aufgetretenen Tumoren
wurden mehrere FeSV-Stamme isoliert, die alle defekt waren. Dadurch hingt die
Vermehrung von FeSV vom Helfervirus FeLV-A ab. Durch Manipulation des
Helfervirus im Labor konnte FeSV auch Zellen einzelner Spezies infizieren, die
natiirlicherweise nicht infiziert werden konnen. Nach experimenteller Inokulation
von FeSV konnen sich sowohl in Katzen als auch in Hunden, Schafen, Ratten und
Primaten Tumore entwickeln. Viele dieser Tumore, auch grof3e, verschwinden bei

diesen Tierarten aber von selbst (COTTER, 1998).

FeSV-induzierte Fibrosarkome sind multizentrisch und treten unter natiirlichen
Umstdnden meist bei jungen Katzen auf (SNYDER & THEILEN, 1969). Sie
neigen zu schnellem Wachstum und stellen sich oft als multiple Haut- oder
Unterhautsknoten dar. Sie sind lokal invasiv und metastasieren in die Lunge oder

in andere Organe (BROWN et al., 1978).

FeSV-induzierte Sarkome sind zu trennen von den sogenannten injection-site
associated sarcomas (ISAS), die einzeln auftreten. Sie sind ebenfalls lokal invasiv,
wachsen und metastasieren jedoch langsamer, und sind manchmal chirurgisch
entfernbar. Sie sind Folge einer granulomatdsen entziindlichen Reaktion an
Injektionsstellen, z. B. nach Adjuvans-haltigen Impfungen (SEGUIN, 2002). Es
ist nachgewiesen, dass weder FeSV noch FeLV selbst an der Entstehung von

ISAS beteiligt sind (ELLIS et al., 1996).

2.1.2.3. Weitere Neoplasien

Nach experimenteller intradermaler oder intraokuldrer Inokulation von FeSV
traten bei jungen Katzen FeSV-induzierte Melanome der Haut oder der vorderen
Augenkammer auf (ALBERT et al., 1981). FeSV kann also neben ektodermalen
auch mesodermale Zellen transformieren (COTTER, 1998). Natiirlich auftretende
Melanome konnten dagegen noch nicht mit FeSV in Verbindung gebracht

werden.

Bislang ist ein einzelner Fall, bei dem ein Plattenepithelkarzinom im

Zusammenhang mit einer FeLV-Infektion auftrat, beschrieben (REINACHER &
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THEILEN, 1987). Unklar ist dagegen die genaue Rolle von FeLV sowohl bei
Katzen mit Asthesionneuroblastomen, bei denen Virus-Partikel im Tumorgewebe
gefunden wurden und die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) aus Tumorgewebe
positiv war (SCHRENZEL et al., 1990), als auch bei Katzen mit sogenannten
,,Hauthornern (cornu cutaneum) (PEDERSEN, 1991).

2.1.3. Immunsuppression

Uber den genauen Mechanismus, wie das Immunsystem geschidigt wird, ist
bislang nur wenig bekannt. Manche Studien sehen einen Zusammenhang mit
unintegrierter viraler DNA replikationsdefekter Virus-Varianten (OVERBAUGH
et al., 1988a), wie beispielsweise FeLV-T (LAURING et al, 2002).
Moglicherweise ist auch das pl5e-Hiillprotein des FeLV an der Entstehung der
Immunsuppression beteiligt. Beeintrichtigt ist vor allem das zelluldre
Immunsystem. In einer Studie bei FeLV-infizierten Katzen wurden
funktionsdefekte Lymphozyten und aktivierte Makrophagen nachgewiesen.
AuBerdem war die Funktion der polymorphkernigen Leukozyten eingeschrinkt,

wodurch opportunistische Infektionen begiinstigt wurden (OGILVIE et al., 1988).

Ein  groBer  Prozentsatz  aller FeLV-positiven Katzen  entwickelt
Sekundirinfektionen aufgrund einer Virus-assoziierten Immunschwéche
(HARDY & ESSEX, 1986). Eine Immunsuppression begiinstigt viele Krankheiten
und gilt als die am héufigsten auftretende und zum Tod fithrende Komplikation
einer FeLV-Infektion (OGILVIE et al., 1988; PARDI et al., 1991; DIEHL &
HOOVER, 1992). Vergleichbar ist dies mit der Infektion mit dem humanen
Immunschwichevirus (HIV) beim Menschen (ROHN et al., 1996; PERSAUD et
al., 2003). Katzen, die experimentell mit einem felinen erworbenen
Immunschwiche-Syndrom-Stamm des FeLV (FeLV-FAIDS) infiziert wurden,
entwickelten ein Immunschwichesyndrom, das dem erworbenen
Immunschwichesyndrom (AIDS) beim Menschen sehr dhnlich war. Es traten
unter anderem Enterokolitis mit Nekrosen und Atrophie der Darmzotten,
Lymphopenie, Hypogammaglobulindmie und opportunistische Erkrankungen, wie
Stomatitis und respiratorische Krankheiten, auf (HOOVER et al., 1987; OGILVIE
et al., 1988).

Zu den am hiufigsten auftretenden FelLV-assoziierten Sekundérinfektionen

gehoren die feline Infektiose Peritonitis (FIP), Mykoplasmeninfektion (vor allem
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mit  Mycoplasma haemofelis), Kokzidiose und Infektionen des oberen
Respirationstrakts (REINACHER, 1989; REINACHER et al.,, 1995; LEVY,
2000). Auch Hauterkrankungen entwickeln sich oftmals im Zusammenhang mit
einer Immunschwiche (PISCOPO, 2000), und Verletzungen sowie Otitiden und
miliare  Dermatitiden = werden durch zusitzliche Sekunddrinfektionen

verkompliziert (SIERRA et al., 2000).

Durch eine bestehenden FeLLV-Infektion kann der Thymus atrophieren (TERRY
et al., 1992) und die parakortikale Zone der Lymphknoten zerstort werden. Haufig
treten Lymphopenie und Neutropenie auf. AuBBerdem ist die chemotaktische und
phagozytische Funktion der neutrophilen Granulozyten virdimischer Katzen im
Gegensatz zu gesunden Tieren eingeschrinkt. Diese Verdnderung kann fiir
unbestimmte Zeit andauern, und auch bei einer transienten Virdmie kurzzeitig
auftreten (KIEHL et al., 1987, HOFFMANN-JAGIELSKA et al., 2005).
Lymphopenien kénnen durch einen vorwiegenden Mangel an CD4"-Helfer-T-
Zellen charakterisiert sein. Dies fiihrt zu einem niedrigen CD4/CD8-Verhiltnis,
das eigentlich typisch fiir eine FIV-Infektion ist (QUACKENBUSH et al., 1990).
Bei einer FeLV-Infektion kommt es aber auch hidufig zu einem grundlegenden
Mangel an sowohl Helfer-Zellen (CD4+) als auch zytotoxischen Suppressor-
Zellen (CD8") (HOFFMANN-FEZER et al., 1996). In mehreren Studien wurde
sowohl im Serum FeLV-infizierter Katzen als auch in infizierten Zellen in einer
Kultur eine erhohte Menge an Tumor-Nekrose-Faktor-oo (TNF-o) nachgewiesen.
Obwohl jedes einzelne Zytokin bei der Entstehung einer Immunantwort eine
wichtige Rolle spielt, kann die exzessive Produktion gewisser Zytokine, wie
beispielsweise TNF-o, auch Krankheiten verursachen (LINENBERGER &
DENG, 1999; LEVY, 2000).

Sowohl die primire als auch die sekunddre humorale Antikorper-Reaktion auf
spezifische Antigene sind bei FeLV-infizierten Katzen verzégert und reduziert.
Impfstudien zeigten, dass manche FeLLV-infizierten Katzen keinen ausreichenden
Impfschutz gegen Tollwut aufbauen konnen (FRANCHINI, 1990). T-
Lymphozyten FeLLV-infizierter Katzen produzieren signifikant niedrigere Level an
B-Zell-Stimulations-Faktoren als gesunde Katzen. Dieser Defekt wird mit der Zeit
zunehmend ausgeprigter. Die Funktion von B-Zellen FeLV-infizierter Katzen, die
in vitro durch nicht-infizierte T-Zellen stimuliert werden, ist jedoch normal

(DIEHL & HOOVER, 1992).
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2.14. Immun-mediierte Krankheiten

Neben den durch Immunsuppression induzierten Krankheiten konnen aufgrund
einer iibermédBigen oder unregulierten Immunreaktion gegen das Virus
verschiedene  immun-mediierte  Erkrankungen entstehen. Dazu zdhlen
Glomerulonephritis, autoimmun-hdmolytische Animie, Uveitis mit
Immunkomplex-Ablagerungen in Iris und Ziliarkdrper sowie Polyarthritis
(ANDERSON & JARRETT, 1971; BRIGHTMAN et al., 1991; PEDERSEN,
1991). FeLLlV kann eine chronische progressive Polyarthritis auslosen und frither
war FeLV fiir ungefihr 20 % aller Polyarthritiden bei Katzen verantwortlich
(PEDERSEN, 1991).

Die Bildung von Immunkomplexen triagt, zusammen mit der fehlenden Aktivitét
der T-Zell-Suppressor-Zellen zur Entstehung von immun-mediierten
Erkrankungen bei (PEDERSEN, 1988). In einer Studie wurde bei FeLV-
infizierten Katzen mit Glomerulonephritis eine grolere Menge zirkulierender
viraler ~Proteine gemessen als bei FeLV-infizierten Katzen ohne
Glomerulonephritis (HARTMANN, 2005). Proteine, wie z. B. Teile des
vollstdndigen Virus oder auch freies gp70, p27 oder pl15E, konnen zur Bildung
von Antigen-Antikorper-Komplexen fithren (DAY et al., 1980; TUOMARI et al.,
1984). Zirkulierende Immunkomplexe wurden auch nach experimenteller
Therapie einer persistierenden Virdmie mit monoklonalen Antikdrpern gegen
gp70 und nach Inokulation von Komplement-verbrauchenden Faktoren

nachgewiesen (HARTMANN, 2005).

2.1.5.  Weitere assoziierte Krankheiten

FeLV verursacht eine Reihe weiterer Probleme bei infizierten Katzen und trigt
direkt oder indirekt zur Entstehung vieler Krankheiten bei. Dazu zihlen
Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts, des Respirationstrakts, des zentralen
Nervensystems, der Augen, der Leber, des Urogenitaltrakts und des
Bewegungsapparates (LAPPIN, 1995; HERRING et al., 2001b). AuBerdem
konnen Trichtigkeitsstorungen, wie Aborte, fetale Resorption, neonataler Tod,
bakterielle Endometritis und das Fading Kitten Syndrom auftreten (COTTER,
1998; LEVY, 2000).

2.1.5.1. Neuropathien
Humanmedizinische Studien belegen, dass das Hiillprotein gp120 des HIV
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erhohte Level an intrazelluldarem freiem Kalzium produziert. Dies wiederum fiihrt
zur Zerstorung von Neuronen (OH et al., 2001). Anhand der Ergebnisse dieser
Studien wird vermutet, dass auch die Hiillproteine anderer Retroviren, wie
beispielsweise FeLV, Kalzium-Level erhohen und so zum neuronalen Tod fiihren
konnen. Ein Polypeptid der FeLV-Hiill-Region wurde bereits identifiziert, das
Dosis-abhingig neurotoxisch ist (FAILS et al., 1997). Bei einer Untersuchung war
das Polypeptid eines FeLV-C-Stammes signifikant stirker neurotoxisch als das

gleiche Peptid eines FeLV-A-Stammes (MITCHELL et al., 1997).

Die meisten neurologischen Symptome, die bei FeLV-infizierten Tieren auftreten,
werden durch Lymphome oder andere tumordse Infiltrationen hervorgerufen. Es
treten jedoch auch Fille auf, bei denen das Virus selbst Neuro- und Myelopathien
verursacht. Die Katzen zeigen Symptome wie Hyperisthesie, Parese, Paralyse,
zentrale Blindheit, Horner-Syndrom, Anisokorie und Inkontinenz (LAPPIN, 1995;
CARMICHAEL et al., 2002). Im Siidosten der USA traten vermehrt Fille von
Harn-Inkontinenz aufgrund von Neuropathien auf. Es wird vermutet, dass als
Pathomechanismus eine direkte neurotoxische Wirkung des Virus zugrunde liegt

(HARTMANN, 2005).

Vor kurzem trat bei 16 FeLV-infizierten Katzen ein neuartiges neurologisches
Syndrom auf. Klinisch zeigten diese Katzen Hyperisthesie, Paresen, die sich zu
Paralysen entwickelten und abnormale Vokalisation. Histologisch fiel eine
Degeneration des Riickenmarks und des Hirnstamms mit Dilatation
myelinhaltiger Regionen und Schwellung von Axonen auf. Mittels
Immunohistochemie wurde intrazelluldres p27-Antigen in Neuronen, Endothel-
und Gliazellen, sowie provirale DNA in Riickenmark, Darm, Milz und
Lymphknoten nachgewiesen. Zumindest bei einem Teil der FeLV-infizierten
Katzen scheint das Virus also einen direkten zytopathischen Effekt auf Zellen des

zentralen Nervensystems (ZNS) zu haben (CARMICHAEL et al., 2002).

2.1.5.2. Reproduktionsstorungen

FeLV kann transplazentar von FeLV-infizierten Kitzinnen auf die Welpen
tibertragen werden (LEVY et al., 2008). Wenn in-utero-Infektionen auftreten,
kommt es hédufig zu Reproduktionsstorungen in Form von fetaler Resorption,
Aborten und neonatalem Tod (HARDY et al., 1976). Aborte kommen dabei meist

in einem spiten Trachtigkeitsstadium vor und die abortierten Foeten erscheinen
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zundchst unauffillig. In manchen Fillen sind diese Aborte von bakteriellen
Endometritiden begleitet, insbesondere bei Katzen mit Leukopenie (COTTER,
1998).

2.1.5.3. Fading Kitten Syndrome

Welpen einer FeLV-infizierten Katze konnen bereits transplanzentar infiziert
werden. Aber auch wihrend der Geburt und beim Sidugen der Welpen werden sehr
viele Tiere mit FeLV infiziert (HARDY et al., 1976). Einige dieser Kitzchen
werden immun, die meisten jedoch entwickeln eine Virdmie und sterben sehr friih
am sogenannten fading kitten syndrome. Diese Tiere trinken schlecht, sind
dehydriert und hypothermisch. Auflerdem atrophiert der Thymus innerhalb der
ersten beiden Lebenswochen; es kommt zu einer massiven Immunsuppression

(LEVY, 2000).

2.2 Katzen mit latenter Infektion

Eine latente FeLLV-Infektion entsteht nach einer uberstandenen Virdmie, bei der
auch das Knochenmark infiziert worden ist (ROJKO et al., 1982), wenn keine
Virusreplikation oder Virusproteinsynthese mehr statt findet. Charakterisiert ist
eine latente FeLV-Infektion dadurch, dass im Blut weder FeLV-Antigene noch
infektiose Viren zu finden sind, und die Katzen keine Viren mit dem Speichel
ausscheiden (MADEWELL & JARRETT, 1983; PACITTI, 1987). Das FeL.V-
Provirus liegt jedoch reaktivierbar vor allem in den undifferenzierten myeloischen
Zellen des Knochenmarks vor (ROJKO et al., 1982). Es gibt Studien, denen
zufolge latente Infektionen innerhalb von Monaten bis wenigen Jahren
iiberwunden werden, weil nur noch Bruchstiicke des viralen Genoms vorhanden
sind, die nicht mehr reaktiviert werden koénnen (PEDERSEN et al., 1984b;
PACITTI & JARRETT, 1985).

Die molekulare Basis der Latenz ist die Integration einer Kopie des Virus-
Genoms als Provirus in zelluldre chromosomale DNA (HARTMANN, 2005).
Wihrend des Replikationszyklus von Retroviren wird die virale RNA mithilfe des
Enzyms reverse Transkriptase (RT) umgeschrieben, wobei eine lineare
Doppelstrang-DNA entsteht (TELESNITSKY & GOFF, 1997). Diese Kopie des
Virus penetriert den Zellkern und wird schlieBlich in das Zellgenom integriert;
dort verbleibt sie liber die gesamte Lebensdauer der Zelle (NISOLE & SAIB,

2004). Die Integration von proviralen Sequenzen ins Wirtsgenom ist eine
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,infektiose Mutation® im Sinne einer Insertion und kann zu einer veridnderten
Genexpression fithren (JUN et al., 2000; GOFF, 2001). Man geht davon aus, dass
die Virus-Replikation im Stadium der Latenz durch eine ausgeprigte zellulidre und
humorale Immunantwort verhindert wird (LUTZ et al., 1980; ROJKO et al., 1982;
KRAUT et al., 1985). In einer Studie wurde durch Zugabe von anti-FeLV-
Antikorpern zu einer Knochenmarkskultur verhindert, dass das Virus reaktiviert
wurde (PACITTI, 1987). Trotz Infusion von Antikdrpern konnten in einer anderen

Studie jedoch latente Infektionen reaktiviert werden (HALEY et al., 1985).

Wie es zur Latenz bei Retrovirusinfektionen kommt, ist noch nicht ganz geklirt.
Mogliche Mechanismen sind das Fehlen von aktivierungsabhingigen
Transkriptions-Faktoren des Wirtes (NABEL & BALTIMORE, 1987; TONG-
STARKSEN et al., 1987; DUH et al., 1989), eine verinderte Chromatinstruktur
oder epigenetische Modifikationen am Integrationsort (JORDAN et al., 2001).
AuBlerdem ist ein vorzeitiger Abbruch der Translation (KAO et al.,, 1987;
ADAMS et al.,, 1994) und ein ineffizienter RNA-Export zur Produktion von
Strukturproteinen vorstellbar (POMERANTZ et al., 1992). Diese Mechanismen

spielen moglicherweise auch bei der FeLV-Latenz eine wichtige Rolle.

2.2.1. Hiamatologische Verinderungen

Zytopenien bei Katzen, die ein positives FeLV-Antigen-Test-Ergebnis haben,
werden fiir gewohnlich als Folge der bestechenden FeLV-Infektion gesehen
(HARDY, 1981a; REINACHER, 1989; LINENBERGER & ABKOWITZ, 1995;
SHELTON & LINENBERGER, 1995; SHIMODA et al., 2000a; BROWN &
ROGERS, 2001). Aber auch bei Katzen mit Knochenmarksverinderungen, die
FeLV-Antigen-negativ sind, wird oftmals eine zugrunde liegende latente FelLV-
Infektion vermutet (FRANCIS et al., 1981; ROJKO et al., 1982; SWENSON et
al., 1990; ROJKO & HARDY, 1994; LUTZ et al., 1995). Es gibt bislang keine
grof} angelegten Studien, die die Pridvalenz einer FeLLV-Latenz bei Katzen mit
aregenerativen Zytopenien mittels PCR aus dem Knochenmark untersuchen. Eine
kiirzlich erschienene Studie aus der Schweiz untersuchte lediglich das Blut
unselektierter Katzen auf provirale DNA (GOMES-KELLER et al., 2006). Dabei
waren 5,4 % (24/445) aller Antigen-negativen Katzen PCR-positiv, also latent
infiziert (GOMES-KELLER et al., 2006).
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2.2.2. Neoplasien

Epidemiologische Studien lassen vermuten, dass FeLV auch bei der Entstehung
sogenannter ,,FeLLV-negativer Lymphome* beteiligt ist. Latente FeLV-Infektionen
werden hier fiir die Tumorentstehung verantwortlich gemacht. So ist fiir FeLLV-
Antigen-negative Katzen in einem Mehrkatzen-Haushalt, in dem FeLL'V endemisch
ist, das Risiko, ein Lymphom zu entwickeln, um bis zu 40 % erhoht (HARDY et
al., 1973a; FRANCIS et al., 1981; HARDY, 1981b; ONIONS, 1985).

Mittels PCR wurde in einer Studie bei sieben von elf FeLLV-negativen Katzen
provirale DNA in formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten Tumorgewebe-
Proben nachgewiesen (JACKSON et al., 1993). Gabor et al. (2001) fanden
Provirus in Lymphomen Antigen-negativer Tiere (GABOR et al., 2001). Bei einer
Katze mit Mycosis fungoides, einem kutanen T-Zell-Lymphom, und einer Katze
mit einer Dermatose konnte provirale DNA nachgewiesen werden (TOBEY et al.,
1994; FAVROT et al., 2005). Auch Knochenmark wurde bereits in einigen
Studien untersucht. Dabei konnte bei manchen Tieren mit Lymphom eine latente
Infektion nachgewiesen werden, nicht jedoch bei allen (ROJKO et al., 1982;
MADEWELL & JARRETT, 1983).
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Role of Latent Feline Leukemia Virus Infection in Nonregenerative

Cytopenias of Cats
B. Stiitzer, F. Miiller, M. Majzoub, H. Lutz, C.E. Greene, W. Hermanns, and K. Hartmann

Background: Nonregenerative cytopenias such as nonregenerative anemia, neutropenia, and thrombocytopenia in cats with
feline leukemia virus (FeLV) antigen are assumed to be caused by the underlying FeLV infection. In addition, cats with negative
FeLV antigen-test results that have cytopenias of unknown etiology often are suspected to suffer from latent FeLV infection
that is responsible for the nonregenerative cytopenias.

Objective: The purpose of this study was to assess the role of latent FeLV infection by polymerase chain reaction (PCR) in
bone marrow of cats with nonregenerative cytopenias that had negative FeLV antigen test results in blood.

Animals: Thirty-seven cats were included in the patient group. Inclusion criteria were (1) nonregenerative cytopenia
of unknown origin and (2) negative FeLV antigen test result. Antigenemia was determined by detection of free FeLV p27
antigen by ELISA in serum. Furthermore, 7 cats with positive antigen test results with nonregenerative cytopenia were included
as control group I, and 30 cats with negative antigen test results without nonregenerative cytopenia were included as control
group II.

Methods: Whole blood and bone marrow samples were tested by 2 different PCR assays detecting sequences of the envelope
or long terminal repeat genes. FeLV immunohistochemistry was performed in bone marrow samples.

Results: Two of the 37 cats (5.4%) in the patient group were positive on the bone marrow PCR results and thus were
latently infected with FeLV.

Conclusions and Clinical Importance: The findings of this study suggest that FeLV latency is rare in cats with nonregener-

ative cytopenias.
Key words: Anemia; Neutropenia; Thrombocytopenia.

ematologic disorders, particularly cytopenias be-
Hcause of suspected myelosuppression, are a com-
mon finding in cats infected with feline leukemia virus
(FeLV).'® Non-neoplastic hematologic disorders de-
scribed in association with FeLV include anemia of myelo
dysplastic syndrome; aplastic anemia (pancytopenia);
persistent, transient, and cyclic neutropenias; pan-
leukopenia-like syndrome; and platelet abnormalities.>®
According to the literature, anemia is the major non-
neoplastic complication that occurs in >50% of
symptomatic FeLV-infected cats.!>* Reports of over 20
years ago suggest that more than two-thirds of all nonre-
generative anemias in cats were the result of FeLV
infection.” They state that only 10% of FeLV-associated
anemias were regenerative and caused by immune-
mediated hemolysis or secondary hemotropic Mycoplas-
ma spp. infection.®? The other 90% of FeLV-associated
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Abbreviations:

DNA deoxyribonucleic acid

env envelope

FeLV feline leukemia virus

FIV feline immunodeficiency virus
1eG immunoglobulin G

IHC immunohistochemistry

LTR long terminal repeat

PCR polymerase chain reaction
spp. species

anemias were nonregenerative and caused by myelosup-
pression.

In cats with hematologic disorders that have negative
test results on traditional FeLV antigen tests (eg, ELI-
SA), latent FeLV infection often is suspected as being
responsible for the disorder.>!'%'3 However, recent stud-
ies suggest that FeLV latency, in which provirus is
present in a nonreplicating form in myelomonocytic pro-
genitor cells, is not commonly present in these conditions
classically associated with FeLV.'*

Polymerase chain reaction (PCR) has been used to
successfully identify FeLV proviral deoxyribonucleic
acid (DNA) in peripheral blood, corneal tissue, organ
samples, and bone marrow'> '® and potentially allows
detection of latent infection. Cats with antigen-negative
and PCR-positive test results are considered to be la-
tently infected with FeLV. Thus, in this study, PCR
positive tests results are equated with latency.

The purpose of this study was to determine the preva-
lence and role of latent FeLV infections in cats with bone
marrow disorders.
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FeLV Infection and Nonregenerative Cytopenias 193
Materials and Methods Animal Medicine with owner and Hospital Board approval, and by
. methods approved by the animal and care and use committees of
Patients

Three groups of cats derived from a total of 74 cats were inves-
tigated prospectively. Of the 74 cats, 18 were presented to the
Teaching Hospital of the College of Veterinary Medicine, Univer-
sity of Georgia, Athens, GA, from 1998 to 2003. Fifty-six cats were
presented to the Clinic of Small Animal Internal Medicine of the
College of Veterinary Medicine, LMU University of Munich, Ger-
many, from 2002 to 2008. Thirty-seven (14 from Athens, GA; 23
from Munich, Germany) cats were included in the patient group.
Cats were eligible for inclusion in this group if they had nonregen-
erative cytopenia of unknown origin and had negative results on
FeLV p27 antigen ELISA in peripheral blood. Other reasons for
nonregenerative cytopenias, including drug administration, toxins,
and lymphoma, were excluded by history and bone marrow cytol-
ogy and histology, respectively. Cats with positive test results for
feline immunodeficiency virus (FIV) antibody also were excluded.
Nonregenerative cytopenia was defined as nonregenerative anemia
(anemia with a PCV <30% and an absolute reticulocyte count
<15,000/uL) or nonregenerative neutropenia (segmented neutro-
phil count <2500/pL and band neutrophil count <400/pL) or
nonregenerative thrombocytopenia (platelet count <100,000/uL
and no evidence of platelet consumption or destruction or blood
loss), or combinations of these disorders.

Seven (1 from Athens, GA; 6 from Munich, Germany) additional
cats with nonregenerative cytopenia that had positive ELISA tests
results for FeL'V antigen in peripheral blood were included as pos-
itive controls (control group I). Furthermore, 30 (3 from Athens,
GA; 27 from Munich, Germany) cats with normal CBC results that
had negative ELISA test results for FeLV antigen in peripheral
blood were included negative controls (control group II).

The age of the 37 cats in the patient group ranged from 1 to 17
years, with a median age of 10 years. Eight female spayed cats, 20
male neutered cats, 1 female intact cat, and 3 male intact cats were
included. Five cats were stray cats of unknown age.

All 37 cats of the patient group were presented for hematologic
problems. Seventeen cats suffered from nonregenerative anemia
alone (45.9%), 3 from thrombocytopenia alone (8.1%), 6 from non-
regenerative anemia and nonregenerative neutropenia (16.2%), 8
from nonregenerative anemia and thrombocytopenia (21.6%), and
3 from pancytopenia (8.1%). Cats of the patient group with nonre-
generative anemia had PCV ranging from 4 to 28% (median, 20%),
mean corpuscular volume ranging from 36 to 651l (median, 43 fl),
and absolute reticulocyte counts ranging from 0 to 5900/uL (me-
dian, 0/uL). Cats with nonregenerative neutropenia had neutrophil
counts ranging from 0 to 470/pL (median, 380/uL) and band ne-
utrophils ranging from 0 to 200/uL (median, 0/uL). Cats with
thrombocytopenia had thrombocyte counts ranging from 20 to
98,000/uL (median, 65,000/uL).

In all cats, FeLV ELISA tests for FeLV p27 antigen were per-
formed on serum with a commercial FIV/FeLV combination test
kit." Only cats that had positive test results, twice in separate runs,
were considered to have positive FeLV antigen test results. Both
tests were performed from the same blood sample, but a new test kit
was used to detect a false positive result caused by an unspecific test-
related reaction.

In 21 cats, bone marrow was obtained from the humerus with a
14-G bone marrow needle® under sedation. In the remaining 53 cats,
bone marrow was obtained from the humerus during necropsy. Ap-
proximately 500 uL of bone marrow was placed in a Falcon tube.®
Serum, blood, and bone marrow samples were immediately frozen
and stored at —70°C before analysis. Laboratory specimens, includ-
ing blood and bone marrow, were obtained from clinical patients at
the University of Georgia, College of Veterinary Medicine Teaching
Hospital and at the LMU University of Munich, Clinic of Small

these institutions.

PCR

Two different PCR assays (envelope [env] PCR and long terminal
repeat [LTR] PCR) were performed to detect proviral FeLV DNA.
Samples were tested either by env PCR or by LTR PCR. Because
collection of samples was performed over a period of 10 years, 2
different PCR assays were utilized, because the env PCR chosen in
the beginning of the study was not available over the whole study
period and thus, the LTR PCR was used.

In all 74 cats, bone marrow was investigated by PCR (21 by env
PCR and 53 by LTR PCR). In 56 of the 74 cats, blood was tested by
PCR (20 by env PCR and 36 by LTR PCR). Blood of 33 of 37 cats of
the patient group, 4 of 7 cats of the control group I, and 19 of 30 cats
of the control group II was tested.

Samples were stored for a maximal period of 6 months before
analysis. Isolation of genomic DNA (200 uL aliquots of blood or
bone marrow) was performed with the QIAamp DNA Blood & Tis-
sue Kit.® The env PCR used in this study was obtained from
Synbiotics.® The system detected a DNA sequence of 312bp in the
env region coding for the gp70 of the FeLV genome (6110-6421 bp)
that is specific for exogenous FeLV. A positive and a negative con-
trol included in the PCR kit were used.

The LTR PCR used in this study was described by Tandon et al'®
and detects a sequence of the U3 region of the LTR which also is
specific for exogenous FeLV. The PCR was developed in the Clin-
ical Laboratory, Vetsuisse Faculty, University of Zurich,
Switzerland, and is now used by many laboratories.”® In every run,
1 water control and 1 positive control per 9 cat samples were in-
cluded. DNA and RNA were extracted by an automated system.!
The master mixes, primers and probes, and samples were pipetted
by a robot.? The extractor and the robot provide excellent perfor-
mance with respect to absence of cross-contamination. In the event
that 1 water control was positive, the entire run was discarded.

Immunohistochemistry (IHC)

THC of bone marrow was used to detect intracellular FeLV p27
antigen. Immunohistochemical detection of FeLV p27 antigen was
performed in every cat in which an adequate sample volume of bone
marrow material for PCR and THC could be obtained. IHC was
performed from 44 cats (12 of 37 cats of the patient group, 4 of 7
cats of the control group I, and 27 of 30 cats of the control group II).
A polyclonal goat anti-FeLV p27 antibody™ (diluted 1:2000) was
used as primary antibody, and a rabbit antigoat immunoglobulin G
(IgG) coupled with peroxidase' (diluted 1:400) as a secondary
antibody.

Results
PCR

In the control group I (positive antigen test result with
nonregenerative cytopenia), all cats had positive test re-
sults for bone marrow PCR and blood PCR (Table 1). In
control group II (negative antigen test result without
nonregenerative cytopenia), all cats had negative results
for bone marrow PCR and blood PCR. In the patient
group (negative antigen test results with nonregenerative
cytopenia), of the 33 cats tested by blood PCR, all had
negative test results. However, 2 cats of the patient group
had positive PCR results for FeLV in bone marrow and
were therefore identified as latently infected. The preva-
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Table1. Results of env PCR, LTRPCR, and ITHC in the
74 cats of the study.

Patient Group Control Group1 Control Group IT

Method (n=37) n=17) (n=30)
Blood env PCR

Tested 19 1 0

Negative 19 0 0

Positive 0 1 0
Blood LTR PCR

Tested 14 3 19

Negative 14 0 19

Positive 0 3 0
Bone marrow env PCR

Tested 20 1 0

Negative 18 0 0

Positive 2 1 0
Bone marrow LTR PCR

Tested 17 6 30

Negative 17 0 30

Positive 0 6 0
Bone marrow IHC

Tested 12 3 27

Negative 12 0 27

Positive 0 3 0

PCR, polymerase chain reaction; IHC, immunohistochemistry;
env, envelope; LTR, long terminal repeat.

lence of latent FeLV infection in this study was 5% (95%
confidence interval 0.7-18.2%).

One of the 2 cats with positive results in bone marrow
was a 6-year-old male neutered domestic shorthair cat
that had a 1-month history of nonregenerative anemia
and intermittent fever. On admission, the cat was very
lethargic and febrile. Notable findings on a CBC were
hypochromic, normocytic nonregenerative anemia with
a PCV of 24% and a reticulocyte count of 0/uL. White
blood cell and platelet counts were within reference
limits. Hyperglobulinemia of 5.1 g/dL (reference range,
3.0-3.8 g/dL) was the only finding of a complete bio-
chemical screening. Enlarged mesenteric lymph nodes
were found by abdominal ultrasound examination. The
bone marrow aspirate finding was severe erythroid
hypoplasia suggestive of pure red cell aplasia. The cat
was euthanized.

The other cat was a 7-year-old male neutered domestic
shorthair cat that had chronic nonregenerative anemia.
CBC findings were normochromic, normocytic nonre-
generative anemia with a PCV of 15% and a reticulocyte
count of 0/uL. There were 9 nucleated red blood cells per
100 white blood cells on the blood smear. The white
blood cell count and platelet count were within normal
limits. The bone marrow finding was erythropoietic
hypoplasia. Treatment with prednisolone and metron-
idazole was initiated, and the cat improved clinically and
was discharged from the hospital. Information from a
follow-up phone call with the referring veterinarian was
that the cat had a PCV of 16% | month later. Fourteen
months later, the cat was euthanized because of severe
anemia with a PCV of 9%. No FeLV test was repeated
on this cat.

IHC

In control group I, 3 of 7 cats were tested. All tested
cats had positive test results by IHC from bone marrow.
In control group II, 27 of 30 cats were tested. All cats
tested had negative test results by IHC from bone mar-
row. In the patient group, 12 of 37 cats were tested, and
all had negative results by IHC. THC investigation of the
bone marrow of the 2 PCR-positive infected cats was not
performed.

Discussion

Cytopenias in the peripheral blood of cats that have
FeLV-positive results for antigen by ELISA usually are
attributed to the underlying FeLV infection.?!*** Various
studies have demonstrated the association of anemia,
leukopenia, and thrombocytopenia with FeLV infec-
tion.”*?* % Cats that have FeLV antigen-negative test
results with unexplained peripheral blood cytopenias of-
ten are suspected to be suffering from latent FeLV
infection.’ However, Herring et al'* showed that persis-
tent or latent infection is not always present in cats with
symptoms classically associated with FeLV. They per-
formed serum ELISA and both immunofluorescent
antibody test and PCR of blood and bone marrow sam-
ples from 16 cats with diseases suspected to be FeLV-
associated. Twelve cats had FeLV-negative results on all
tests, 1 cat had FeLV-positive results on all tests (and
thus was persistently viremic), and 3 cats had discordant
test results. None of the cats with negative blood test re-
sults had positive results on bone marrow PCR
indicating latent infection.'

This observation is consistent with the low prevalence
of latent FeLV infection in cats with nonregenerative
cytopenia detected in the present study. The prevalence
in our study was 5% (95% confidence interval: 0.7-
18.2%) and therefore FeL'V latency was rare in cats with
signs of myelosuppression. There are no comparable
studies published in which FeLV latency was investi-
gated in a large group of cats with nonregenerative
cytopenias by bone marrow PCR. One recent study in-
vestigated the presence of proviral DNA in blood of
unselected cats.?® In that study, 5.4% (24/445) of anti-
gen-negative cats were positive by PCR. Considering the
fact that selected cats in which FeLV infection is a major
differential diagnosis were tested in the present study, a
much higher rate would be expected. In addition, in the
previous study, PCR was only performed on blood sam-
ples. PCR with blood is likely to be less sensitive to detect
FeLV latency than PCR with bone marrow, and in the
present study latency was not detected in blood samples.
Therefore, prevalence in the present study seems very
low. A likely reason for the low prevalence of latent
FeLV infection in this study is the fact that FeLV prev-
alence is decreasing worldwide. Because the proportion
of FeLV-positive cats in the overall population is de-
creasing, the proportion of FeLV-positive cats in a
population of sick cats, such as the patient group of this
study, is expected to decrease as well. In an older study in
which a higher prevalence of FeLV antigenemia was
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found in anemic cats,’ the investigated cat population
was younger than that of the present study. In an older
population, other causes of anemia (eg, lymphoma or
anemia of chronic diseases) are more likely to be present
than in younger cats. In addition, the 2 PCR methods
used in this study detect a highly conserved region of the
FeLV provirus, but it is still possible that virus strains
with mutations in this region or small remnants of the
FeLV genome may have been present and remained un-
detected, but still caused bone marrow alteration. The
genetic sequence of FeLV may differ in myelodysplastic
forms of the virus although 2 sequences were tested in the
present study, and sequence variation in LTR can cause
different syndromes.?” The sequences for which the prim-
ers were chosen in this study could possibly not be
present in potential myelodysplastic strains, or an endog-
enous genome from a prior retrovirus infection (ie,
vertically acquired infections) might become activated
by stress in the absence of exogenous type A virus to trig-
ger myelodysplastic events via genetic promotion as
suggested by Maksakova et al.?® Furthermore, the cats
could have been coinfected with endogenous FeLV B or
C which inhibited the expression or replication of FeLV
A as described by Phipps et al.”® These strains were not
specifically detected with the methods used in the present
study. Recently, quantitative and nested PCR methods
have been shown to increase the sensitivity of conven-
tional PCR methods.*® Thus, the PCR as performed
might have missed the latent FeLV genome in some
cases. Additionally, the qualitative PCR in this study
only identified exogenous viral sequences and the FeLV
genome may become modified in latency and lose the ex-
ogenous genetic markers selected here. Persistent viremia
has been shown to be associated with secondary viremia
of bone marrow origin, whereas regressor cats only sus-
tain a nonproductive infection in low numbers of
leukocytes.>! Consequently, both viral load and cell type
could have influenced the PCR results because lymphoid
rather than myeloid cells might be more likely to contain
latent virus.?!

Although FeLV latency may be responsible for a vari-
ety of bone marrow diseases, this appears to be an
uncommon event. In a study described by Pacitti,?? 26
experimentally infected cats with latent FeLV infection
were followed for up to 4 years. None of the 26 cats de-
veloped bone marrow-related disease. Pedersen et al®>
placed 400 cats that had recovered from viremia after ex-
perimental FeLV infection in homes throughout the
United States and studied their conditions in the next 6
years. Fifty-two of these cats developed a variety of mi-
nor or serious diseases, but none of them developed bone
marrow disorders. Two of the cats showed FeLV viremia
again (reactivation of latent infection), and 1 of these 2
cats was diagnosed with myeloproliferative disease. The
proportion of experimentally infected cats that harbor
latent FeLV infections in their bone marrow decreases
with time after disappearance of viremia.** The most
pronounced decrease in the incidence of latent infections
occurred 190 days postviremia.>*>** Three years after vi-
remia, only approximately 8% of cats still harbor latent
infection in marrow myelomonocytic cells'>**>% and

stromal fibroblast cells.>® Newer studies, however, cast
doubt on the hypothesis that latent infection actually is
eliminated from the body. Hofmann-Lehmann et al®’
followed cats with latent infection and cats with regres-
sive infection, and none of these cats showed permanent
absence of provirus and negative PCR results turned
positive in at least one of the investigated time points in
all cats.

Although some studies suggest that latent FeLV in-
fection also can be detected by PCR in blood,20 in our
study blood PCR results were negative from 1 of the 2
cats of the patient group with bone marrow PCR-pos-
itive test results (the other cat’s blood was not tested).
This suggests the possibility that PCR of bone marrow
continues to be a more sensitive diagnostic tool to de-
tect latent FeLV infection than PCR of blood cells.
This observation also may be because of the fact that
blood samples contain fewer cells than do bone marrow
samples per volume, which also explains the difference
in sensitivity. Unfortunately, IHC investigation of the
bone marrow of the 2 PCR-positive cats was not per-
formed. In this study, all results of THC testing
corresponded with the results of the FeLV p27 antigen
ELISA. Because in this study IHC of bone marrow in
every case was identical with the results of the p27 an-
tigen ELISA, IHC seems to be less sensitive than bone
marrow PCR to detect latent FeLV infections. IHC was
used before the invention of PCR to detect FeLV la-
tency, but it detects antigen that only is produced when
virus is replicating, which by definition is not the case
during latency. This explains the lower sensitivity of
IHC. In a study by Herring et al,® IHC and PCR were
performed in corneal tissue of cats with FeLV antigen-
positive results. PCR showed more positive test results
than IHC. The most likely explanation is the better
sensitivity of PCR to detect low levels of virus com-
pared with THC. Alteration of gp70 antigens by
formalin fixation also may decrease the sensitivity of
IHC.*

Comparing all diagnostic tools used in this study, PCR
from bone marrow can be considered to be the most sen-
sitive method to detect FeLV latency.

In the present study, latent infection was detected in 2
cats and it is possible that this latent FeLV infection
caused the observed nonregenerative cytopenia. How-
ever, it is also possible that FeLV infection and and
cytopenia were coincidental findings because the preva-
lence of FeLV in this study is only slightly higher than in
cats in general.*® Because bone marrow microenviron-
ment cells provide a reservoir of latent FeLV infections in
which provirus is present in a nonreplicating form in my-
elomonocytic progenitor cells®!'"1>16:3335 and stromal
fibroblasts,*® integration of FeLV provirus in latent
infection may alter function of these cell and contribute
to the pathogenesis of myelosuppressive disorders.
Through integration of proviral DNA into the genome
of the host cell, regulatory mechanisms may be affected,
and myelogenesis may be disturbed. Alternatively, FeLV
provirus could cause bone marrow disorders by inducing
the expression of unknown antigens on the cell surface
that result in immune-mediated destruction of the cell.
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Nonregenerative cytopenia and latent FeLV infection
also could be unrelated and merely appear in the same
cat by chance.

One limitation of the present study is that certain he-
matologic abnormalities, including anemia of chronic
disease or immune-mediated nonregenerative anemia,
could not be excluded in the patient group. Furthermore,
not every diagnostic test was performed in all of the cats.
In addition, the inclusion criteria for nonregenerative
neutropenia were very strict (segmented neutrophil
counts < 2,500/uL and bands <400/uL).

The results of this study suggest that FeLV latency
does not play an important role in cats with nonregener-
ative cytopenias. Although atypical infections have been
described in which FeLV is not detectable in bone mar-
row but in other tissues including, spleen, lymph node,
and small intestines,*' it is unlikely that this was the
case in our study because FeLV-related nonregenerative
cytopenia can only be explained by the presence of
at least proviral DNA if not the entire replication-
competent virus.

Footnotes

“Feline Leukemia Virus Antigen/Feline Immunodeficiency Virus
Antibody Test Kit; IDEXX, Westbrook, ME

B Allegiance, Deerfield, IL

¢Becton Dickinson Labware, Becton Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ

& QIAGEN Inc, Valencia, CA

¢ Synbiotics, San Diego, CA

fMagl\lA Pure; F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Switzerland

£CAS 1200; Corbett Life Science, Mortlake, NSW, Australia

BDUNN Labortechnik, Ansbach, Germany

'DAKO, Hamburg, Germany
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IV. STUDIE 11

The incidence of feline leukemia virus DNA or antigen in FeLV positive cats

with or without lymphoma and in FeL'V negative cats with lymphoma

Introduction

Studies 40 years ago found that the most common primary feline malignancies are
hematopoetic tumors, of which about 90 % are lymphomas (DORN et al., 1968).
Lymphomas and leukemias account for about 30 % of all feline tumors, which is
the highest proportion recorded in any animal species (DORN et al., 1967; DORN
et al., 1968; CRIGHTON, 1969; HARDY, 1978, 1981a). The association between
feline leukemia virus (FeLV) and lymphomas in cats has been established in
several ways. These malignancies can be induced in kittens through experimental
FeLV infection (RICKARD et al., 1969; HARDY et al., 1973a; JARRETT et al.,
1973a) and cats naturally infected with FeLV have a higher risk of developing
lymphoma than uninfected cats (HARDY et al., 1973a; ESSEX et al., 1975a).
Twenty to 30 years ago most cats with lymphoma were FeLLV-positive in tests that
detected infectious virus or FeLV antigen. Thus, up to 80 % of feline lymphomas
and leukemias were reported to be FeLV-related (COTTER et al., 1975;
FRANCIS et al., 1977; FRANCIS et al., 1979; HARDY et al., 1980;
REINACHER, 1987; HARDY & MACEWEN, 1989; SHELTON et al., 1990).
However, a study from 2002 found, that only 7 % of cats with lymphoma were
FeLV-positive (TESKE et al., 2002), but still 54 % of all FeLV-positive cats
investigated in a study from 2007 had lymphoma or leukemia at necropsy
(SUNTZ, 2007). The finding of lymphomas without detectable FeLLV infection
(WANG et al., 2001) indicates that the association of FeLV and lymphoma is not
absolute. However, data from epidemiological studies suggest that FeLV might
also be involved in the development of some of these “FeLV-negative
lymphomas”. In multiple cat households with FeLLV exposure, the risk for a
FeLV-negative cat to develop lymphoma was increased up to 40 times (HARDY
et al., 1973a; FRANCIS et al., 1981; ONIONS, 1985; HARDY & MACEWEN,
1989). Geographical differences may also be responsible for the results of the

different studies.



IV. Studie II 32

The incidence of FeLV in naturally occurring lymphomas can best be examined
with molecular methods. Polymerase chain reaction (PCR) allows the search for

latent virus infection and residues of proviral DNA.

The purpose of this study was to determine the prevalence of FeLV antigen-
positive and antigen-negative (but provirus-positive) cats and the role of latent

FeLV infection in naturally occurring cases of lymphoma and leukemia.
Materials and Methods
Study groups

The study was performed as a prospective study. All cats of the study were
presented to the Clinic of Small Animal Medicine, LMU University of Munich,
between 1996 and 2008. Inclusion criteria for the study were lymphoma
(diagnosed by histology) or leukemia and a FeLV test performed. FelLV
antigenemia was determined in all cats by detection of p27 antigen in serum using
an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Feline Leukemia Virus
Antigen/Feline Immunodeficiency Virus Antibody Test Kit; IDEXX, Westbrook,
ME, USA). All positive results were retested using a second test of the same kind
to decrease the likelihood of false positive results. Only cats that reacted

positively twice in separate runs were considered to be “FelLV antigen-positive”.

Three groups of cats were investigated. The “FeLV-negative lymphoma group”
consisted of 61 FeLV antigen-negative cats with tumors (55 with lymphoma, two
with leukemia, and four with intestinal lymphoma and leukemia). Inclusion
criteria for the FeLV-negative lymphoma group were (1) presence of lymphoma
and/or leukemia and (2) two negative FeLV antigen tests. In the “FeLLV-positive
lymphoma group”, 16 FeLV antigen-positive cats with tumors (12 with
lymphoma, three with leukemia, and one with lymphoma in the kidneys and
leukemia) were included. In the “control group”, 41 FeLV antigen-negative cats
without tumors were included that had been presented with various diseases, in

which the absence of tumors was confirmed by necropsy after euthanasia.
T and B cell determination

IHC was performed to differentiate between T cell and B cell antigens in the
tumors. Immunohistochemical identification of B and T cells was done in 28 cats

of the FeLV-negative lymphoma group and in eight cats of the FeLV-positive
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lymphoma group (table 1) by routine ABC immunostaining methods using cross-
reacting human antibodies against T cells (CD3) (Lab Vision Corporation,
Fremont, CA, USA) and B cells (CD20) (Lab Vision Corporation, Fremont, CA,
USA) .

Detection of Fel.V proviral DNA

Two different PCR assays (env PCR and LTR PCR) were performed to detect
proviral FeLV DNA in blood, bone marrow, and tumor tissue. DNA isolation
from blood was performed using the QIAamp® Blood Kit (QIAGEN Inc,
Valencia, CA, USA). For isolation of the genomic deoxyribonucleic acid (DNA)
from bone marrow samples and fresh tissue samples, the QIAamp® Tissue Kit
(QIAGEN Inc, Valencia, CA, USA) was used. Paraffin-embedded tissue was
incubated 20 minutes in xylol to remove the paraffin and was then rehydrated

with serial ethanol dilutions prior to DNA extraction.

The env PCR used in this study was obtained from Synbiotics (San Diego, CA,
USA). This system detects a DNA sequence of 312 base pairs in the env region
coding for the gp70 of the FeLV genome (6110 - 6421). The LTR PCR used in
this study has been described by Tandon et al (TANDON et al., 2008b). It detects
a sequence of the U3 region of the LTR specific for exogenous FeLLV. Table 2
gives an overview of all blood, bone marrow, and tumor tissue samples

investigated by PCR in the 118 cats.
Detection of intracellular FelLV p27 antigen

Immunohistochemical investigation of tumor tissue and bone marrow samples
was used to detect intracellular FeLV p27 antigen. A polyclonal goat anti-FeLV
p27 antibody (Biodesign International, Saco, ME, USA) was used as antibody.
Table 2 gives an overview of the IHC performed in 99 bone marrow and tumor

tissue samples.
Statistical evaluation

Statistical analysis was performed using an exact binominal test for determination
of confidence intervals (CIs). The binominal test was one-tailed and was used to
prove that the prevalence of FeLL'V antigen is within the 95 % CI. A level of p <
0.05 was considered significant. Discrepancies in FeLL'V antigen test results in cats

with different tumor locations were statistically evaluated using the Chi-square
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test.
Results
Characteristics and prevalence of FeLV antigen in cats with lymphoma

In total, 77 cats were diagnosed with lymphoma or leukemia. The age distribution
of cats with lymphoma and leukemia is shown in figure 1. The prevalence of
FeLV antigenemia in these cats was 20.8 % (95 % Confidence Interval 12.4 - 31.5
%). The anatomical distribution of the tumors is shown in table 3. The distribution
of the tumor locations differed significantly between the negative and positive
groups (p = 0.002; 5 degrees of freedom [df]). Five of the 77 cats had both
lymphoma and leukemia. For the comparison of the antigen presence in the
individual tumor location sites, these cats were excluded. There was a statistically
significant difference in the FeL'V antigen presence in blood of cats with intestinal
versus cats with other forms of lymphomas (Chi-square test p = 0.006). There was
also a statistically significant difference in the occurrence of T cell and B cell

lymphoma between FeLl'V antigen-negative and -positive cats (p =0.009) (table
1).

Detection of Fel.V proviral DNA

In the FeLLV-negative lymphoma group, all tested cats were negative for FeLV by
PCR in blood (20 cats tested) as well as in bone marrow (10 cats tested). In
addition, all tested tumor tissue samples were negative by env (49 cats tested) and
LTR PCR (57 cats tested) (table 2). In the FeLV-positive lymphoma group, most
cats also were positive in bone marrow (3 cats tested) and in blood PCR (3 cats
tested). However, bone marrow samples of two cats were negative by PCR. In the
control group, all tested cats were negative in bone marrow (41 cats tested) and

blood (33 cats tested).
Detection of intracellular FeLV p27 antigen

Thirty-seven of the 39 investigated tumor samples of FeLV antigen-negative cats
(FeLV-negative lymphoma group) and all of the tested bone marrow samples
were negative in FeLV p27 antigen IHC. In two FeLV antigen-negative cats, few
cells of tumor tissue or few cells of the spleen, respectively, were FeLV p27
positive. In the FeLV-positive lymphoma group, all tested cats were positive in

IHC of tumor tissue and bone marrow (table 2).
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Discussion

The decrease in the prevalence of FeLV infection in cats with lymphoma or
leukemia as well as in the general population (VAIL et al., 1998; HARTMANN et
al., 1999; TESKE et al., 2002; ENGLERT et al., 2009; GLEICH, 2009), that
could also be confirmed in the present study, may indicate a shift in tumor
causation in recent years. While 59 % of all cats with lymphoma or leukemia were
FeLV antigen-positive in the years 1980 to 1995 in the same geographical region
in Germany (HARTMANN et al., 1999), consistent with reportsin other parts of
Europe on the prevalence of FeLV (60 to 70 % in cats with lymphoma (HARDY
et al., 1980; REINACHER, 1987)), only 21 % of cats with lymphoma and
leukemia were FeLV antigen-positive in the present study (1996 to 2008). One
major reason seems to be the decreasing prevalence of FelLV infection in the
overall cat population. Between 1988 and 1994, prevalence decreased by 50 %
(HARTMANN et al., 1999), and a very recent study among the cat population of
Southern Germany found that only 2 % of cats were FeLV-positive today
(ENGLERT et al., 2009). The decline in FeLV infection rates may be the result of
intensive FeLLV vaccination as well as testing and elimination programs (VAIL et

al., 1998).

Prevalence of FeLV antigenemia in cats with lymphomas is still higher than in the
overall population and varies with tumor location. Cats with intestinal lymphomas
are significantly less often FeL'V antigen-positive than cats with other lymphomas
or leukemia. Most reports indicate that multicentric and thymic lymphomas are
mainly of T cell origin, and the cats with these tumors are FeLV antigen-positive,
while intestinal lymphomas are mostly “FeLV-negative” and of B cell origin
(HARDY et al., 1977; FRANCIS et al., 1979; NEIL et al., 1984; HARDY &
MACEWEN, 1989). Estimates of the prevalence of FeLV antigenemia in cats
with intestinal lymphomas range from 25 to 30 % (HARDY, 1981a; JEGLUM et
al., 1987; REINACHER, 1987; MAHONY et al., 1995). However, 6 % of the cats
with intestinal lymphomas were FeLLV-positive in the present investigation, which
is only about twice the prevalence of the total study cat population (2.9 %). This is
comparable to the results of two studies in which only two of 67 cats
(FONDACARO et al.,, 1999), and none of 21 cats with gastrointestinal
lymphomas were FeLLV-positive (ZWAHLEN et al., 1998). These results suggest

that today other stimuli in the gastrointestinal tract of older cats (such as food



IV. Studie II 36

components or inflammatory bowel disease) may act as more important factors
predisposing for tumor development. According to prior reports, 80 to 90 % of
cats with thymic lymphoma are FeLV-positive (ONIONS, 1985; REINACHER,
1987; HARDY & MACEWEN, 1989), which was also the case in this study, in
which 80 % were FeLLV-positive. This can be explained by the course of infection
of FeLV. Most cats are infected with FeLL'V early in their lives. In young cats,
virus replication in the thymus happens at a very early stage of infection and thus,
presence of virus gives opportunity for tumor development in this organ early in
infection. With increasing age, the thymus regresses and cats develop some age-
resistance against FeLV and will usually not become persistently viremic if in
contact with FeLLV. In consequence, younger cats and cats with thymic lymphoma

are more frequently FeLV antigen-positive (figure 1 and table 3).

In the FeLV antigen-negative cats of this study, 18 T cell lymphomas and eight B
cell lymphomas were found by IHC. Of the eight lymphomas of FeLV antigen-
positive cats, four were T cell lymphomas, and four were negative for T- and B-
cell marker. None of the investigated FeLV-positive tumors was of B cell origin.
This is in accordance with most reports indicating that “FeLV-positive
lymphomas” are mainly T cell origin and “FeLV-negative lymphomas” mainly B
cell origin(HARDY et al., 1977; FRANCIS et al., 1979; CASEY et al., 1981;
HARDY, 1981a; NEIL et al., 1984; VAIL et al., 1998). In contrast, Jackson and
coworkers (1996) found B cell tumors as frequently as T cell tumors in FeLLV-
positive cats (JACKSON et al., 1996b). FeLLV transforms mature T cells as well as
immature or prothymocytes, null cells, and possibly monocytes. Transformation
of mature B cells does not seem to occur; in feline lymphom cell lines and
primary tumors there is a lack of surface immunoglobulin expression (ROJKO et
al.,, 1989). Therefore, the results of Jackson and coworkers (1996) are very
difficult to explain and are in contrast to current concepts of FeL.V-induced tumor

pathogenesis.

According to prior reports, FeLV was the major oncogen that causes lymphoma
and leukemia in cats (COTTER et al., 1975; FRANCIS et al., 1977; FRANCIS et
al., 1979; HARDY et al., 1980; REINACHER, 1987; HARDY & MACEWEN,
1989; SHELTON et al.,, 1990). It was suggested that the virus might be
responsible for all lymphomas originating in cats following exposure to the virus,

whether or not they remained FeLV-positive (HARDY & MACEWEN, 1989).
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Jackson and coworkers (1993) as well as Gabor and coworkers (2001) detected
FeLV proviral DNA in lymphomas of FeLV antigen-negative cats suggesting that
the virus may be associated with most if not all lymphomas independent of the
antigenemic status of the cats (JACKSON et al., 1993; GABOR et al., 2001).
Various studies investigated the potential role in a so-called “latent” FeLV
infection in which re-activatable FeLV provirus remains integrated into the
cellular genome of bone marrow and potentially other cells, but no infectious
virus or antigens are released into the blood. With a sensitive real-time PCR it was
recently possible to show, that even seemingly immune cats become provirus-
positive after virus exposure (HOFMANN-LEHMANN et al., 2001; TANDON et
al., 2005; TORRES et al., 2005; HOFMANN-LEHMANN et al., 2006). Routine
test methods for detecting FeLL'V such as an ELISA (LUTZ et al., 1983) yield
negative results (HOOVER & MULLINS, 1991) in these latently infected cats.

For these reasons, FeLV was considered by some to be responsible for all
lymphomas irrespective of whether or not they produced infective virus (HARDY
& MACEWEN, 1989). However, more recent studies suggest that FeLV latency
is not always present in conditions classically associated with FeLV (HERRING
et al., 2001a). Intestinal lymphomas have been described in specific pathogen-
free (SPF) cats that had never been exposed to FeLV (JARRETT et al., 1984b).
Furthermore, = lymphomas have developed in SPF cats following feline
immunodeficiency virus (FIV) infection alone (POLI et al., 1994; TERRY et al.,
1995).

In this study, in which a large number of naturally occurring cases of lymphoma
and leukemia was investigated, FeLLV provirus could not be detected using two
different PCR assays in any of the blood, tumor, or bone marrow samples of
FeLV antigen-negative cats with lymphoma or leukemia. The fact that no proviral
DNA was detected in ‘“‘virus-negative tumors” might have different reasons.
Firstly, FeLL'V may still have been responsible for the tumor development but parts
of the FeLV sequence could have been missing or changed by mutation resulting
in a replication-defective virus. If this happened at a location of the genome in
which the primers bind, PCR would give a negative result. To reduce the
likelihood of this possibility, two different PCR were used binding at different
locations of the FeLV genome. Secondly, FeLV could be responsible for the

development of the tumor inducing a cell clone but not be persistently integrated
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into the genome of the neoplastic cell and, therefore, be eliminated while the
tumor grew to a detectable size. Thirdly, FeL'V infection could be present in other
cells and could induce oncogenesis via epigenetic mechanisms like cytokine
release or chronic immunostimulation. However, this is also very unlikely as in
the present study, not only tumor tissue but also bone marrow was investigated in
the cats. Fourthly and most likely, tumor development could be unrelated to FeLV

and be caused by other mechanisms.

To minimize the possibility that FeLV DNA would be present but remain
undetected because of missing or mutated regions, two separate PCR assays that
amplify sequences of completely different regions of the viral genome were used.
The env PCR was negative in the investigated tumor samples of FeLV antigen-
negative cats and the LTR PCR was negative the investigated tumor and bone
marrow samples of FeLV antigen-negative cats, suggesting that FeLV provirus
was not present, even in an incomplete form. However, complete exclusion of the
presence of parts of the FeLV genome would have required a sequencing of the

genome which was not performed in this study.

Although all of the FeLV antigen-positive cats with tumors were positive by env
PCR, two of the 11 tested cats were negative by LTR PCR of tumor tissue. This
result may have been due to a mutation in the LTR region (although it is highly
conserved) in the FeLLV strain of these cats or could be explained by the fact that
the LTR PCR sometimes misses FeLV-C-like LTR sequences (HOFMANN-
LEHMANN et al., 2001). Another possibility would be a false-negative LTR PCR
result due to a low number of DNA copies, because in one of these cats, the env
PCR also gave only a weak signal. The blood of this cat, however, had repeatedly

been positive for FeLV antigen.

Intracellular FeLLV p27 antigen was detectable in the tumor tissue by IHC of all
cats that were FeLV-positive in serum. In addition, in two of 29 FeLLV antigen-
negative cats that were investigated, IHC was found in a few tumor cells. The
results of these two cats are difficult to explain because the presence of antigen in
the cells would require the presence of corresponding sequences of the viral
genome. Theoretically, it could be explained by incomplete integration of provirus
or by presence of gag sequence coding for p27 but absence or mutation of the
sequences detected by the two PCR assays (KIPAR et al., 2000). Alternatively,

these results could be considered to be false positive. IHC can be false positive if
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the tissue is too dry at time of fixation or if fixation lasts too long or autolysis of
the tissue has already started. Alternatively, the discrepancy between IHC and
ELISA could be a matter of sensitivity. IHC investigates single cells and since
only few cells were positive in both cases, maybe the antigen ELISA in blood was
not sensitive enough to detect infection. However, this again is unlikely, as these

cats were also negative by PCR, which is considered the most sensitive method.

A limitation of the study is, that not every test was performed in all of the cats as

samples could not always be obtained (e. g. bone marrow).

In this study, it was clearly demonstrated that latent FeL'V infection was not
responsible for the development of the “FeLV-negative tumors” of the
investigated cat population. It was also shown that the proportion of FeLV
antigen-negative cats with lymphomas (versus FeLV antigen-positive cats with
lymphomas) has significantly increased during the last 20 years, parallel to the
overall decreasing prevalence of FeLV infection. The role of FeLV in the
oncogenesis seems to have been overestimated in the past and should now be
reassessed. The results suggest that other oncogens or epigenetic carcinogenesis
seem to play an increasingly important role in cats, and that FeLV can no longer

be considered to be responsible for most feline tumors.
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Table 1.

numbers)

FeLV- FeLV-
negative | positive
lymphoma | lymphoma
group group
T cell 18 4
positive
B cell 8 0
positive
T and B
cell 2 4
negative
total 28 8

T and B cell determination of the investigated (n = 36) tumors (in
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Table 2. Results of the env PCR, LTR PCR, and IHC in the 118 cats of the
study
FeLLV- FeLLV-
negative | positive control
method lymphoma | lymphoma | group
group group
(n=61) (n=16) (n=41)
tested 17 3 0
blood env PCR negative 17 0 0
positive 0 3 0
tested 3 0 33
blood LTR PCR negative 3 0 33
positive 0 0 0
tested 0 0 0
bone marrow env PCR negative 0 0 0
positive 0 0 0
tested 10 3 41
bone marrow LTR PCR negative 10 0 41
positive 0 3 0
tested 49 10 0
tumor tissue env PCR negative 49 0 0
positive 0 10 0
tested 57 11 0
tumor tissue LTR PCR negative 57 2 0
positive 0 9 0
tested 10 3 35
bone marrow IHC negative 10 0 35
positive 0 3 0
tested 39 12 0
tumor tissue IHC negative 37 0 0
positive 2 12 0

env, envelope; PCR, polymerase chain reaction; LTR, long terminal repeat; IHC,

immunohistochemistry.
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Table 3.

lymphoma and/or leukemia

FeLLV- FeLLV-
negative | positive
lymphoma | lymphoma
group group
multicentric 15 4
intestinal 30 2
thymic 1 4
solitary 9 )
organ
leukemia 2 3
lymphoma
and 4 1
leukemia
total 61 16

Distribution of tumor location (in numbers) in 77 cats with
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Figure 1. Age distribution of the 77 cats of the FeLV-negative lymphoma group
and the FeLLV-positive lymphoma group (in percent)
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V. DISKUSSION

Eine Infektion mit dem FeLV kann verschiedene neoplastische und nicht-
neoplastische Krankheitsbilder hervorrufen. Der Fokus dieser Arbeit lag auf der
Untersuchung von Katzen mit aregenerativer Myelosuppression und Lymphomen
oder Leukidmien. Es wird schon seit ldangerem vermutet, dass nicht nur bei FeLLV-
Antigen-positiven (COTTER et al., 1975; FRANCIS et al., 1977; FRANCIS et al.,
1979; HARDY et al., 1980; SHELTON et al., 1990; SHIMODA et al., 2000a;
BROWN & ROGERS, 2001), sondern auch bei FeLV-Antigen-negativen Katzen
(HARDY & MACEWEN, 1989; SHELTON & LINENBERGER, 1995) ein
Zusammenhang zwischen FeLV und den genannten Symptomen besteht.
Nachdem Jackson et al. (1993) und auch Gabor et al. (2001) provirale FeLV-DNA
in Lymphomen FeLV-Antigen-negativer Katzen fanden, wurde proklamiert, dass
moglicherweise alle Lymphome, unabhingig vom antigendmischen Status der

Katze, FelLV-assoziiert seien (JACKSON et al., 1993; GABOR et al., 2001).

Mithilfe einer sensitiven real-time PCR konnte gezeigt werden, dass Katzen, die
scheinbar immun waren gegen FeLV, nach Virus-Kontakt Provirus-positiv
wurden (HOFMANN-LEHMANN et al., 2001; TANDON et al., 2005; TORRES
et al., 2005; HOFMANN-LEHMANN et al., 2006). Dabei ist provirale DNA in
das Genom der Wirts-Zelle integriert (CATTORI et al., 2006), und Routine-Test-
Methoden wie ein Antigen-ELISA sind dadurch negativ. (HOOVER &
MULLINS, 1991). Daher erscheint es moglich, dass eine latente FeLV-Infektion,
bei der das FeLV reaktivierbar als Provirus in das Wirtsgenom eingebaut ist,
jedoch kein infektioses Virus oder Antigen in das Blut entlassen wird, die Ursache
fir das Auftreten von ,FelLLV-negativen Lymphomen* ist (ONIONS, 1985;
PARDI et al., 1991). Alternativ konnten Teile des FeLV durch Mutation oder
Rekombination mit zelluliren Genen bei der Entstehung eines replikations-
defekten onkogenen Virus beteiligt sein. Eine weitere Moglichkeit ist, dass sich
nur Teile des FeLV-Genoms in den Chromosomen der neoplastischen Zellen
befinden, und zum Zeitpunkt der Tumordiagnose dann weder infektioses Virus
noch Antigen nachweisbar ist. Aullerdem ist es vorstellbar, dass FeLV die Zelle
schidigt, ohne dauerhaft in die entstehende Tumorzelle integriert zu sein. Auch in

diesem Fall wire zu einem spiteren Zeitpunkt kein Virus mehr nachweisbar.

Es gibt mehrere Studien, die sich mit dem Zusammenhang von latenten FeLLV-
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Infektionen und  Knochenmarkssuppressionen  beschiftigen. In  einer
Untersuchung wurden 26 experimentell infizierte Katzen mit latenter Infektion
iiber vier Jahre hinweg beobachtet. Allerdings entwickelte keines der Tiere in
dieser Zeit eine Knochenmarkssuppression (PACITTI, 1987). Pederson et al.
(1984) verfolgten 400 Katzen, die nach experimenteller FeLV-Infektion eine
Virdmie iiberstanden hatten, iiber sechs Jahre hinweg. Davon entwickelten 52
Tiere mehr oder weniger schwere Erkrankungen, keine Katze aber zeigte eine
Knochenmarksverdnderung. Bei zwei der Katzen trat erneut eine Virdmie auf (es
kam also zur Reaktivierung einer latenten Infektion), und bei einer Katze wurde
die Diagnose “myeloproliferative Erkrankung” gestellt (PEDERSEN et al.,
1984b).

Herring et al. (2001) kamen zu dem Schluss, dass nicht alle Katzen, deren
Krankheitsbilder typischer Weise durch eine FeLV-Infektion entstehen konnen,
persistierend oder latent mit dem Virus infiziert sein miissen. Sie untersuchten
Blut- und Knochenmarksproben von 16 Katzen, bei denen anhand der Symptome
der Verdacht einer FeLV-Infektion bestand, mithilfe eines Antigen-ELISA, einer
PCR und eines Immunfluoreszenztests. Zwolf der Katzen waren in allen Tests
negativ, eine Katze war in allen drei Tests positiv und galt damit als persistierend
infiziert. Drei der Katzen zeigten diskrepante Ergebnisse in den verschiedenen
Tests, aber keine einzige Katze hatte eine positive Knochenmarks-PCR und war
somit latent FeLV-infiziert (HERRING et al., 2001a). Diesen Ergebnissen
entspricht die Beobachtung bei SPF-Katzen, die entweder niemals mit FeLV in
Beriihrung gekommen sind oder nur mit FIV infiziert worden sind, und trotzdem
alimentdre Lymphome entwickelten (JARRETT et al., 1984b; POLI et al., 1994;
TERRY et al., 1995).

FeLV-Infektionen, antigendmische oder latente Infektionen, konnen also durchaus
fir die  Entstehung von  Blutbildverinderungen  aufgrund  von
Knochenmarkssuppressionen und fiir das Auftreten von Lymphomen
verantwortlich sein. Es konnte nachgewiesen werden, dass der Anteil an
experimentell infizierten Katzen, die eine latente Infektion im Knochenmark
haben, nach iiberstandener Virdmie immer weiter abnimmt, je mehr Zeit vergeht
(PEDERSEN et al., 1984a). Der grofite Inzidenz-Abfall latenter Infektionen
erfolgt dabei 190 Tage nach Beendigung der Virdmie (PEDERSEN et al., 1984a;
PACITTI & JARRETT, 1985). Man geht davon aus, dass drei Jahre nach einer
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Virdmie nur noch ungefihr 8 % der Tiere eine latente Infektion in den
Myelomonozyten (ROJKO et al., 1982; MADEWELL & JARRETT, 1983;
PEDERSEN et al.,, 1984a; PACITTI & JARRETT, 1985) und stromalen
Fibroblasten (LINENBERGER & ABKOWITZ, 1992) beherbergen. Neuesten
Studien zufolge wird jedoch bezweifelt, dass latente Infektionen jemals
vollstindig aus dem Organismus entfernt werden konnen. Hofmann-Lehmann et
al. (2007) beobachteten Katzen mit persistierenden und solche mit latenten
Infektionen und stellten fest, dass es bei keiner der Studien-Tiere zu einer
dauerhaften Abwesenheit von Provirus kam. Auch Tiere mit voriibergehend
negativen PCR-Ergebnissen wurden in einer der folgenden Nachuntersuchungen

positiv getestet (HOFMANN-LEHMANN et al., 2007).

Diese Arbeit umfasst zwei voneinander unabhéngige Studien, in denen mithilfe
zweier verschiedener PCR das Vorliegen latenter Infektionen bei FeLV-Antigen-
negativen Katzen entweder mit einer aregenerativen Myelosuppression oder mit
einem Lymphom und/oder Leukdmie untersucht wurde. In beiden Studien gab es
drei Untersuchungsgruppen. In der Myelosuppressions-Studie waren dies die
Patienten-Gruppe (37 FeLV-Antigen-negative Katzen mit  aregenerativer
Knochenmarkssupression), die Kontroll-Gruppe I (sieben FeLLV-Antigen-positive
Katzen mit aregenerativer Knochenmarkssuppression) und die Kontroll-Gruppe II
(30 FeLV-Antigen-negative Katzen ohne Knochenmarkssuppression). Die Katzen
in der Lymphom-Studie teilten sich auf in die FeLV-negativ-Lymphom-Gruppe
(61 FeLV-Antigen-negative Katzen mit Lymphom und/oder Leukédmie), die
FeLV-positiv-Lymphom-Gruppe (16 FeLV-Antigen-positive  Katzen mit
Lymphom und/oder Leukdmie) und die Kontroll-Gruppe (41 FeLV-Antigen-
negative Katzen ohne Lymphom und ohne Leukidmie). Bei den Tieren der
Knochenmarkssuppression-Studie wurden Blut- sowie Knochenmarksproben
getestet und bei den Tieren der Lymphom-Studie Blut-, Knochenmarks-, und
Tumorgewebe-Proben. Bei den Antigen-negativen Katzen mit Myelosuppression
wurde bei zwei von 37 provirale DNA im Knochenmark nachgewiesen; dies
entspricht einem Anteil von 5,4 % latent infizierter Tiere (95 %
Konfidenzintervall: 0.7 — 18.2 %). Bei den Antigen-negativen Katzen mit
Lymphom oder Leukdmie konnte in keiner der Proben FeLV-Provirus
nachgewiesen werden. Latente FelLV-Infektionen sind anhand der Ergebnisse

dieser Studien also sehr selten. Eine mogliche Erkldarung fiir die niedrige
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Privalenz latenter FeLV-Infektionen ist die generell sinkende Pridvalenz, die
weltweit beobachtet wird. Zwischen 1988 und 1994 nahm die FeLV-Privalenz im
Miinchner Raum um ca. die Hilfte ab (HARTMANN et al., 1999) und eine sehr
aktuelle Studie von 2009 ermittelte, dass derzeit nur 1.8 % aller Katzen in
Stiddeutschland persistent mit FeLLV infiziert sind (ENGLERT et al., 2009). Auch
konnte in der hier vorliegenden Arbeit der Riickgang der FeLV-Privalenz bei
Katzen mit Lymphomen oder Leukémie bestétigt werden. Wihrend in den Jahren
von 1980 bis 1995 noch 59 % aller Katzen im Grofraum Miinchen mit
Lymphomen FeLV-Antigen-positiv waren (HARTMANN et al., 1999), also ein
dhnlicher Anteil wie in alten Berichten mit Prdvalenzen von 60 bis 70 %
(HARDY et al., 1980; REINACHER, 1987), waren, wie in dieser Untersuchung
ermittelt, zwischen 1996 und 2008 nur noch 21 % der Tiere FeLV-Antigen-
positiv. Der weltweite Riickgang der Infektionsrate ist vermutlich auf intensive
Impfprogramme und auch auf konsequente Test- und Eliminations-Programme
zuriickzufiihren (VAIL et al., 1998). Um das Risiko unentdeckter proviraler DNA
zu minimieren, wurden zwar zwei PCR, die vollig unterschiedliche, hoch
konservierte Regionen des FeLV-Genoms nachweisen (env und LTR), eingesetzt;
jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass Virusstringe mit potentiellen
Mutationen oder nur kleine Reste des FeLV-Genoms vorhanden waren, die von
der PCR nicht erfasst wurden und trotzdem Knochenmarksverinderungen

hervorrufen oder eine onkogene Potenz besitzen konnten.

Bislang gibt es keine vergleichbaren Studien, die anhand groBer Patientenzahlen
die Prédvalenz latenter FeLV-Infektionen mittels PCR in Knochenmark- oder
Tumorproben untersuchten. In einer kiirzlich erschienenen Schweizer Studie
wurde das Blut unselektierter Katzen auf das Vorliegen proviraler DNA getestet
(GOMES-KELLER et al., 2006). Ahnlich wie in der hier vorliegenden
Knochenmarks-Studie, waren 5,4 % (24/445) aller Antigen-negativen Katzen
positiv. Jedoch gilt es zu bedenken, dass in dieser Studie speziell Katzen getestet
wurden, bei denen FeLLV eine wichtige Differentialdiagnose darstellt. Somit wire,
im Vergleich zur Schweizer Studie, ein hoherer Anteil zu erwarten gewesen. Dazu
kommt, dass eine PCR aus Knochenmark vermutlich sensitiver ist als eine PCR
aus Blut, in der aktuellen Studie jedoch kein Tier latent im Blut infiziert war.

Deswegen erscheint die Priavalenz eher niedrig.

Fir die Tatsache, dass in den Tumoren FeLV-Antigen-negativer Katzen kein
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Provirus nachgewiesen werden konnte, gibt es verschiedene mogliche
Erkldrungen. Erstens konnte FeLLV durch Bildung maligner Zellklone fiir die
Tumorentstehung verantwortlich sein, dabei jedoch selbst nicht persistierend in
das Genom der neoplastischen Zelle integriert und so bereits eliminiert worden
sein, wiahrend der Tumor zu erkennbarer GroBe heranwuchs. Zweitens konnte
eine FeLLV-Infektion in anderen Zellen bestehen, die durch Mechanismen, wie der
Freisetzung von Zytokinen oder durch eine chronische Immunstimulation, die
Tumorentstehung bewirken. Drittens konnte die Entstehung des Tumors auch
vollig unabhingig von einer FeLV-Infektion ablaufen, und der Tumor durch

andere Karzinogene hervorgerufen werden.

In der Lymphom-Studie dieser Arbeit wurde bei 57 der 77 Tiere der FeLV-
negativ-Lymphom-Gruppe und der FeLV-positiv-Lymphom-Gruppe sowohl die
env- als auch die LTR-PCR mit den Tumorgewebe-Proben durchgefiihrt. Beide
PCR lieferten bei allen Tieren der FeLV-negativ-Lymphom-Gruppe
ausschlieBlich negative Ergebnisse, was vermuten lédsst, dass kein FeLV-Provirus
vorhanden war, auch nicht in unvollstandiger Form. Um jedoch das Vorliegen von
Teilen des FeLV ganz auszuschlieBen, hitte das gesamte FeLV-Genom

sequenziert werden miissen.

Alle FeLV-Antigen-positiven Katzen mit Tumoren hatten auch positive env-PCR-
Ergebnisse. Aber die Tumorproben von zwei dieser 13 Tiere waren negativ in der
LTR-PCR. Das Serum dieser Katzen wurde jedoch mehrmals getestet und war
wiederholt positiv fiir FeLV-Antigen. Dies ldsst sich moglicherweise durch eine
Mutation in der LTR-Region (auch wenn diese hoch konserviert ist) des FeLLV-
Genoms dieser Katzen erklidren oder auch dadurch, dass die LTR-PCR manchmal
FeLV-C-dhnliche LTR-Sequenzen nicht erkennt (HOFMANN-LEHMANN et al.,
2001). Eine weitere Erkldrung wére ein falsch-negatives Ergebnis der LTR-PCR
aufgrund einer geringen Anzahl von DNA-Kopien, denn auch die env-PCR ergab
bei diesen Katzen ein lediglich schwaches Signal. Obwohl manche Studien in der
Vergangenheit zu dem Schluss kamen, dass latente FeL.V-Infektionen ebensogut
mit einer PCR aus Blutproben wie aus Knochenmark nachgewiesen werden
konnen (HOFMANN-LEHMANN et al., 2001), war in der Knochenmarks-Studie
dieser Arbeit die Blut-PCR einer der beiden Katzen, die ein positives Ergebnis in
der Knochenmarks-PCR hatten, negativ (das Blut der anderen Katze wurde nicht

getestet). Dies ldsst vermuten, dass PCR aus Knochnmark doch eine sensitivere
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Methode darstellt, um latente FeLV-Infektionen nachzuweisen, als die PCR aus
Blut. Allerdings konnte die Erklidrung fiir die unterschiedliche Sensibilitdt auch
sein, dass eine Blutprobe pro Volumen weniger Zellen enthdlt als eine
Knochenmarksprobe und somit die Chance grofer ist, Provirus im Knochenmark
zu entdecken als im Blut. Leider konnten von diesen beiden PCR-positiven

Katzen keine Knochenmarksproben immunhistochemisch untersucht werden.

In der Knochenmarks-Studie stimmten alle Ergebnisse der Immunhistochemie
(IHC) komplett mit den Ergebnissen des FeLV-Antigen-ELISA iiberein. Dies gilt
bis auf zwei Ausnahmen auch fiir die [HC-Ergebnisse der Lymphom-Studie. Bei
zwel der 29 FeLV-Antigen-negativen Tiere wurde intrazelluldres p27-Antigen in
einigen wenigen Tumorzellen nachgewiesen. Dies ist nicht einfach zu erkldren, da
das Vorhandensein von Antigen in den Zellen eigentlich das Vorhandensein der
entsprechenden Sequenzen des viralen Genoms erforderlich machen wiirde. Ein
Erkldrungsansatz konnte sein, dass das Provirus nicht vollstindig integriert war
oder dass die fiir p27 kodierende gag-Sequenz vorhanden war bei gleichzeitigem
Fehlen oder gleichzeitiger Mutation der Sequenzen, die die beiden PCR
nachweisen. Wie die IHC-Ergebnisse beider Studien zeigen, scheint auch die IHC
eine weniger sensitive Methode zum Nachweis latenter FeL.'V-Infektionen zu sein
als die PCR aus Knochenmark. IHC wurde vor der Entwicklung von PCR
verwendet, um nach FeLV-Latenzen zu suchen, jedoch weist sie Antigen nach,
das nur dann produziert wird, wenn sich das Virus repliziert, was per definitionem
wihrend der Latenz-Phase nicht der Fall ist. Somit kann die geringere Sensitivitit
der IHC erklédrt werden. In einer Untersuchung von Herring et al. (2001) wurden
IHC und PCR aus Kornea-Gewebe FeLLV-Antigen-positiver Katzen durchgefiihrt
(HERRING et al., 2001b). Die PCR war dabei hdufiger positiv als die IHC. Die
wahrscheinlichste Erkldrung dafiir ist auch hier die hohere Sensitivitidt der PCR
im Vergleich zur IHC. Auch Veridnderungen des gp70-Antigens aufgrund der
Formalin-Fixierung konnten die Sensitivitit der IHC verringern (HAINES &
CHELACK, 1991).

Bei Vergleich aller diagnostischer Tests, die in dieser Arbeit verwendet wurden,
scheint also die PCR aus Knochenmark die sensitivste Methode fiir den Nachweis

latenter FeLV-Infektionen zu sein.

Die Tumorproben einiger Tiere der FeLLV-negativ-Lymphom-Gruppe und der
FeLV-positiv-Lymphom-Gruppe der Lymphom-Studie wurden auflerdem in T-



V. Diskussion 50

oder B-Zell-Lymphome differenziert. Bei den Antigen-negativen Tieren hatten 18
ein T-Zell-Lymphom und acht ein B-Zell-Lymphom. Bei den Antigen-positiven
Tieren hatten vier ein T-Zell-Lymphom, keines ein B-Zell-Lymphom und vier
reagierten mit keinem der eingesetzten Antikorper. Dies deckt sich mit den
meisten Untersuchungen, bei denen “FeLLV-positive Lymphome* hauptséchlich T-
Zell-Ursprungs und “FeLV-negative Lymphome* vor allem B-Zell-Ursprungs
sind (HARDY et al., 1977; FRANCIS et al., 1979; CASEY et al., 1981; HARDY,
1981b; NEIL et al., 1984; VAIL et al., 1998). Dagegen fanden Jackson et al.
(1996) bei FeLLV-positiven Katzen mittels IHC und PCR B-Zell-Tumore genauso
hiufig wie T-Zell-Tumore (JACKSON et al., 1996b). Man weil}, dass das FeLV
reife sowie auch unreife T-Zellen oder Prothymozyten, Nullzellen und mogliche
Monozyten umwandeln kann. Eine Umwandlung reifer B-Zellen findet dagegen
nicht statt, da auf den Zelllinien der Lymphome und den Primértumoren die
Oberflachen-Immunglobulin-Expression fehlt (ROJKO et al., 1989). Daher sind
die Ergebnisse von Jackson et al. (1996) schwer einzuordnen und stehen im
Gegensatz zur gegenwirtig herrschenden Auffassung einer FeLV-induzierten

Tumor-Genese.

Im Lymphom-Teil der Arbeit wurden auBerdem die Tumor-Lokalisation sowie
die Altersverteilung der Katzen statistisch ausgewertet. Katzen mit intestinalen
Lymphomen waren signifikant seltener FeLLV-Antigen-positiv als Tiere mit
anderen Lymphomen oder mit Leukdmie. Die meisten Untersuchungen ergaben
bisher, dass multizentrische und Thymuslymphome meist T-Zell-Ursprung haben,
und dass diese Katzen zumeist FeLV-Antigen-positiv sind, wohingegen
intestinale Lymphome meistens “FelLV-negativ’ sind und B-Zell-Ursprung
besitzen (HARDY et al., 1977; FRANCIS et al., 1979; HARDY, 1981b; NEIL et
al., 1984). Schitzungen beziiglich der Privalenz einer FeLV-Antigenimie bei
Katzen mit intestinalem Lymphom reichen von 25 bis 30 % (HARDY, 1981b;
ONIONS, 1985; JEGLUM et al., 1987; REINACHER & THEILEN, 1987;
MAHONY et al., 1995). In dieser Studie allerdings waren nur 5.7 % dieser Tiere
FeLV-positiv, ein Ergebnis, das mit zwei weiteren Studien vergleichbar ist, bei
denen nur zwei von 67 und keine von 21 Katzen mit gastrointestinalen
Lymphomen FeLLV-positiv waren (ZWAHLEN et al., 1998; FONDACARO et al.,
1999). All diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass heutzutage andere Ausloser

(wie beispielsweise Futterantigene oder inflammatory bowel disease) im
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Gastrointestinaltrakt ~ dlterer Katzen wichtige Faktoren sind, die eine

Tumorentstehung begiinstigen konnen.

Ergebnissen fritherer Untersuchungen zufolge waren 80 bis 90 % der Katzen mit
Thymuslymphomen FeLV-positiv. (HARDY, 1981b; ONIONS, 1985;
REINACHER & THEILEN, 1987). Dies stimmt mit der vorliegenden Studie
iberein, in der 80 % der Tiere FeLLV-positiv waren. Eine Erkldrung dafiir kann der
Infektionsverlauf von FeLV sein. Bei jungen Katzen findet bereits in einer sehr
frithen Phase der Infektion eine Virusreplikation im Thymus statt. Dadurch sind
zu diesem Zeitpunkt groe Mengen an Virus im Thymus vorhanden und
begiinstigen so eine Tumorentstehung in diesem Organ. Mit zunehmendem Alter
bildet sich einerseits der Thymus wieder zuriick und andererseits entwickeln mehr
und mehr Katzen eine Resistenz gegen FeLV, wodurch sie sich nicht mehr neu
mit dem Virus infizieren konnen. Daher sind junge Katzen und Katzen mit
Thymuslymphomen statistisch gesehen hédufiger FeLV-Antigen-positiv als dltere

Katzen mit anderen Lymphomen.

In der Knochenmarks-Studie dieser Arbeit wurde bei zwei Tieren der Patienten-
Gruppe eine latente FeL V-Infektion nachgewiesen und es ist moglich, dass diese
latente Infektion die Ursache fiir die Myelosuppression ist. Da das Mikromilieu
der Knochenmarkszellen ein Reservoir fiir latente FeLV-Infektionen darstellt, bei
der das Provirus in nicht-replikationsfahiger Form in Vorlduferzellen der
Myelomonozyten (ROJKO et al., 1982; MADEWELL & JARRETT, 1983;
PEDERSEN et al.,, 1984b; ROJKO & HARDY, 1994; LUTZ et al.,, 1995;
JACKSON et al., 1996a) und in stromalen Fibroblasten (ROJKO et al., 1982;
MADEWELL & JARRETT, 1983; PEDERSEN et al., 1984b; LINENBERGER &
ABKOWITZ, 1992; ROJKO & HARDY, 1994; LUTZ et al., 1995; JACKSON et
al.,, 1996a) vorliegt, erscheint es durchaus moglich, dass die Integration von
FeLV-Provirus bei latenten Infektionen die Funktionen dieser Zellen veridndert
und so zur Pathogenese von Knochenmarksverinderungen beitrigt. Durch die
Integration von proviraler DNA in das Genom der Wirtszelle konnten
regulatorische Mechanismen beeinflusst und im weiteren Verlauf die
Myelogenese gestort werden. Alternativ konnte FeLV-Provirus
Knochenmarksverdanderungen hervorrufen, indem es die Expression unbekannter
Antigene auf der Zell-Oberflidche verursacht; dies wiederum kdnnte eine immun-

mediierte Zerstorung der Zelle zur Folge haben. Bei all diesen Uberlegungen darf
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jedoch nicht vergessen werden, dass eine Knochenmarkssuppression und eine
latente FeLV-Infektion auch voneinander unabhéngig sein und nur durch Zufall

gleichzeitig bei derselben Katze auftreten konnten.

Eine Limitation der Knochenmarks-Studie ist, dass verschiedene hamatologische
Veridnderungen in der Patienten-Gruppe nicht vollstindig ausgeschlossen werden
konnten. Dazu zihlen die Andmie der chronischen Krankheiten oder immun-
mediierte aregenerative Andamien. Eine Limitation der Lymphom-Studie ist, dass
das Vorhandensein eines Lymphoms bei Tieren in der Kontroll-Gruppe anhand
der Sektion ausgeschlossen wurde. Somit bleibt die Moglichkeit bestehen, dass
ein vorhandener Tumor in manchen Fillen tibersehen wurde. AuB3erdem konnte in
beiden Teilen der Arbeit nicht jeder diagnostische Test bei allen Proben jeder
Katze durchgefiihrt werden, da nicht immer geniigend Material zur Verfiigung

stand.

Die Ergebnisse beider Studien dieser Arbeit zeigen eindeutig, dass die Rolle einer
latenten Infektion mit FeLV sowohl bei FeLV-Antigen-negativen Katzen mit
Blutbildverinderungen aufgrund einer aregenerativen Knochenmarkssuppression
als auch bei FeLV-Antigen-negativen Katzen mit Lymphomen oder Leukédmien

bislang iiberschitzt wurde.

In beiden Studien konnte die weltweit beobachtete sinkende Pridvalenz von FeLLV-
Infektionen bestitigt werden. Damit zusammenhingend konnte festgestellt
werden, dass die Anzahl FeLV-Antigen-positiver Tiere mit Lymphom oder
Leukdmie im Vergleich zu den FeLV-Antigen-negativen Katzen mit Lymphom
oder Leukdmie abnimmt. Eine FeLV-Infektion kann anhand der aufgezeigten
Ergebnisse nicht mehr fiir die Entstehung eines GroBteils der Lymphome oder
Leukdmien bei Katzen verantwortlich gemacht werden. Alles deutet darauf hin,
dass andere Onkogene oder epigenetische Faktoren, die die Karzinogenese
beeinflussen, eine zunehmend wichtigere Rolle spielen. Der Einfluss von FeLV
auf die Entstehung von Myelosuppressionen und Lymphomen scheint also kleiner

zu sein als bisher angenommen.
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VL ZUSAMMENFASSUNG

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Privalenz latenter FeLV-Infektionen bei
Katzen mit Knochenmarkssuppression untersucht. Aregenerative Zytopenien, also
aregenerative Andmien, Neutropenien und Thrombozytopenien, bei Katzen, bei
denen FeLV-Antigen im Blut nachweisbar ist, werden als Folge der bestehenden
FeLV-Infektion angesehen. Dariiber hinaus wird auch bei FeLV-Antigen-
negativen Katzen, bei denen Zytopenien ohne nachweisbare Ursache auftreten,
oftmals eine latente FeLV-Infektion als Atiologie der Myelosuppression vermutet.
Deshalb wurden in dieser Studie Blut- und Knochenmarksproben mit zwei
verschiedenen PCR untersucht, die unterschiedliche Sequenzen des FeLV-
Genoms nachweisen (env und LTR). AuBerdem wurden Knochenmarksproben
immunhistochemisch auf intrazellulares FeLV-Antigen untersucht. 47 Katzen
wurden in die Studie eingeschlossen, davon waren 37 in der Patientengruppe.
Einschlusskriterien fiir die Patientengruppe waren (1) das Vorliegen einer
aregenerativen Zytopenie sowie (2) ein negativer FeLV-Antigen-Test. Der
Nachweis einer Antigendamie erfolgte durch Bestimmung von freiem FeLV-p27-
Antigen mittels ELISA. Weiterhin wurden sieben FeLV-Antigen-positive Katzen
mit aregenerativer Zytopenie als Kontrollgruppe I und 30 FeLV-Antigen-negative
Katzen ohne Zytopenie als Kontrollgruppe II in die Studie eingeschlossen. Im
Knochenmark von zwei der 37 Katzen (5,4 %) der Patientengruppe konnte FeLV
mittels PCR nachgewiesen werden. Diese beiden Katzen waren also latent FeLLV-
infiziert. Den Ergebnissen dieser Studie zufolge kommen latente FeLV-
Infektionen bei Katzen mit aregenerativer Knochenmarkssuppression vor, sind

jedoch selten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Privalenz latenter FeLLV-Infektionen bei
Katzen mit Lymphom oder Leukdmie untersucht. Fritheren Studien zufolge gibt
es eine Assoziation zwischen FeLV-Infektionen und dem Auftreten von
Lymphomen oder Leukidmien bei Katzen. Man vermutete auch, dass latente
FeLV-Infektionen bei FeLV-Antigen-negativen Katzen fiir die Entstehung dieser
Tumore verantwortlich sind. Deshalb wurden in der Studie ebenfalls zwei
verschiedene PCR (env und LTR) aus Blut-, Knochenmarks- und Tumorproben
durchgefiihrt.  Knochenmarks- und  Tumorproben  wurden  zusitzlich

immunhistochemisch auf intrazellulires FeLV-Antigen untersucht. 118 Katzen
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wurden in diese Studie eingeschlossen. Davon bildeten 61 FeLV-Antigen-
negative Katzen mit Lymphom und/oder Leukdmie die ,FeLV-negative
Lymphomgruppe®. 16 FeLV-Antigen-positive Tiere mit Lymphom und/oder
Leukdmie wurden als ,,FeLLV-positive Lymphomgruppe* und 41 FeLV-Antigen-
negative Tiere ohne Tumor als ,,Kontrollgruppe eingeschlossen. Die Privalenz
einer FeLV-Antigendmie bei den Katzen mit Lymphom und/oder Leukédmie lag
also bei 20,8 %. Bei keiner der Katzen der FeLLV-negativen Lymphomgruppe
konnte FeLV mittels PCR oder Immunhistochemie nachgewiesen warden. Daher
war kein Tier nachweislich latent FeLV-infiziert. In der FeLV-positiven
Lymphomgruppe waren die Tumorproben aller Katzen (mit zwei Ausnahmen)
PCR-positiv. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass heutzutage andere
Faktoren als FeLV fiir die Tumorgenese verantwortlich zu sein scheinen und dass
latente FeLV-Infektionen keine oder nur eine sehr geringe Rolle bei der

Entstehung feliner Lymphome oder Leukédmien spielen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass 5,4 % (2 von 37) der Katzen mit
Myelosuppression und keine der Katzen mit Lymphom und/oder Leukidmie latent
FeL.V-infiziert war. Die Studien dieser Arbeit stellen dar, dass die Privalenz
latenter FeLV-Infektion bei Katzen mit aregenerativer Knochenmarkssuppression

oder Lymphomen/Leuké@mien bedeutend geringer ist als vermutet.
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VII. SUMMARY

In the first study of the thesis, the prevalence of latent FeL'V infection in cats with
signs of myelosuppression was investigated. Non-regenerative cytopenias, such as
non-regenerative anemia, neutropenia, and thrombocytopenia in cats with FeLV
antigen in blood are commonly assumed to be caused by the underlying FeLV
infection. In addition, cats with negative FeLV antigen test results that have
cytopenias of unknown etiology are often suspected to suffer from latent FeLV
infection that is responsible for the non-regenerative cytopenias. Thus, whole
blood and bone marrow samples were tested by two different PCR assays
detecting sequences of the env or LTR genes. Additionally, FeLV
immunohistochemistry was performed in bone marrow samples. In total, 74 cats
were investigated in the study. Thirty-seven cats were included in the patient
group. Inclusion criteria were (1) non-regenerative cytopenia of unknown origin
and (2) a negative FeLLV antigen test result. Antigenemia was determined by
detection of free FeLV p27 antigen by an ELISA in serum. Furthermore, seven
cats with positive antigen test results with non-regenerative cytopenia were
included as control group I, and 30 cats with negative antigen test results without
non-regenerative cytopenia were included as control group II. Two of the 37 cats
(5.4 %) in the patient group were positive in the bone marrow PCR and thus, were
latently infected with FeLV. The findings of this study suggest that FeLV latency

is rare in cats with non-regenerative cytopenia.

In the second study of the thesis, the prevalence of latent FeLLV infections in cats
with lymphoma or leukemia was investigated. Older studies suggest that FeLV
infections are commonly associated with feline lymphoma and leukemia. In
addition, latent FeLV infection is assumed to cause these tumors also in FeLV
antigen-negative cats. Thus, blood, bone marrow, and tumor samples were
investigated by two different PCR assays detecting DNA sequences of the env and
LTR region of the FeLV genome. FeLV immunohistochemistry was performed in
bone marrow and tumor tissue samples. In total, 118 cats were included in this
study. Sixty-one FeLV antigen-negative cats with lymphoma and/or leukemia
were investigated (‘“FelLV-negative lymphoma group”). Additionally, 16 FeLV
antigen-positive with lymphoma (“FeLV-positive lymphoma group”) and 41 cats

with negative FeLV antigen test results without tumors (“control group”) were
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included. The prevalence of FeLV-positive cats with lymphoma was 20.8 %. In
none of the cats of the FeLLV-negative lymphoma group, FeLV could be detected
by PCR or by immunohistochemistry and thus, none of the cats were detectably
latently infected by FeLLV. In the FeLV-positive lymphoma group, tumor samples
of all but two cats were positive by PCR. The results suggest that tumorgenesis
other than FeLl'V are important today, and that a latent FeLV infection is unlikely

to be responsible for most feline lymphomas and leukemias.

Summing up, 5.4 % (two of 37) cats with non-regenerative cytopenia and none of
the cats with lymphoma and/or leukemia was considered to be latently infected by
FeLV. In conclusion, the prevalence of latent FeLV infections is lower than

expected in cats with signs of myelosuppression and lymphoma or leukemia.
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