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Einleitung 1

I. Einleitung

Das humane Immunschwéchevirus (HIV) verursacht eine Krankheit des
Immunsystems, das erworbene Immunschwéchesyndrom (AIDS). AIDS ist das
Endstadium einer Infektionskrankheit, die durch eine lange symptomfreie Zeit
gekennzeichnet ist. Seit der Identifizierung im Jahre 1983 durch BARRE-
SINOUSSI und Mitarbeiter sind das HIV und AIDS im Mittelpunkt der Medien
und des 6ffentlichen Interesses. Mittlerweile ist AIDS weltweit die vierthdufigste
Todesursache. Im Jahr 2002 starben dem Bericht der Joint United Nations
Programme on HIV/AIDS zufolge 3,2 Mio. Menschen an den Folgen von HIV
und AIDS; die Zahl der Neuinfizierten lag bei 5 Mio. und nahm damit keineswegs
ab, sondern stagniert trotz jahrelanger Aufklarungskampagnen. Derzeit leben 42
Millionen Menschen mit HIV, davon 3,2 Mio. Kinder unter 15 Jahren. Im
Durchschnitt ist jeder 100. der zwischen 15- bis 49-jdhrigen HIV-infiziert
(FLINT, 2000). Es besteht nach wie vor dringender Forschungsbedarf in der
Entwicklung und Erprobung kostengiinstiger, neuer und besserer antiretroviraler
Medikamente. Tiermodelle liefern wichtige Erkenntnisse iiber deren Wirksamkeit
und Vertraglichkeit.

1986 entdeckten PEDERSEN und Mitarbeiter das feline Immunschwichevirus
FIV. Seither wurde die FIV-Infektion als Tiermodell fiir die Erprobung neuer
Medikamente etabliert (KOOLEN et al., 1989; EGBERINK, 1991). Klinische
Studien an natiirlich FIV-infizierten Katzen konnten die Wirksamkeit
antiretroviraler Substanzen nachweisen und damit einen wichtigen Beitrag zur
Auswahl der Medikamente fiir klinische Studien in der Humanmedizin leisten.
Auch die Tiermedizin und die von der FIV-Infektion betroffenen Katzen kdnnen
von neuen Entwicklungen der Arzneimittelentwicklung profitieren.

Neue Angriffspunkte retroviraler Therapie sind die Chemokinrezeptoren, die von
HIV und FIV zur Infektion der Wirtszelle verwendet werden. Bizyklame, eine
neue Klasse von Molekiilen, die spezifisch den Chemokinrezeptor CXCR4
blockieren, sind wirksam gegen HIV und FIV in vitro (DONZELLA et al., 1998;
EGBERINK et al., 1999). Ziel dieser Arbeit war es, die Effektivitit und eventuell
auftretende Nebenwirkungen des CXCR4-Chemokin-Rezeptorhemmstoftfes (1,1°-
[1,4-phenylen-bis(methylen)]bis-1,4,8,11-tetraazazyklotetradekan ~ (AMD3100)

bei natirlich FIV-infizierten Katzen zu untersuchen.
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II. Literaturiibersicht

1. Aufbau und Replikation von Lentiviren

FIV ist ein Lentivirus aus der Familie der Retroviren. Die Klassifizierung als
Lentivirus erfolgte aufgrund charakteristischer Eigenschaften, wie der
Morphologie, der Genomstruktur und -organisation, dem Tropismus fiir Zellen
der Monozyten-/Makrophagen-Reihe und fiir T-Lymphozyten. Aullerdem besitzt
FIV die Mg*"-abhingige Reverse Transkriptase, ein Enzym, das die
Umschreibung der viralen RNA in DNA katalysiert. FIV persistiert nach Infektion
des Wirtes lebenslang (OLMSTED et al., 1989a; OLMSTED et al., 1989b;
PEDERSEN et al., 1989; TALBOTT et al., 1989; YAMAMOTO et al., 1989;
MIYAZAWA und MIKAMI, 1993).

1.1. Aufbau des felinen Immunschwichevirus

FIV ist ein sphérisches bis ellipsoides Viruspartikel mit einen Durchmesser von
105 bis 125 nm, aus dessen Oberfliche wenig erhabene Hiillprojektionen ragen
(PEDERSEN et al., 1987) (Abb. 1). Es enthilt einen, von einer Matrix umgebenen
Innenkorper, der das virale Genom beherbergt (YAMAMOTO et al., 1988). Im
Gegensatz zu den anndhernd sphérischen Innenkorpern (Kapsid) der anderen
Retroviren gleicht der der Lentiviren einem konisch geformten Zylinder
(PEDERSEN et al., 1987, YAMAMOTO et al., 1988; HARTMANN, 1998). Er
wird durch das Kapsidprotein (p24) gebildet und umgibt das virale Genom, ein
Dimer aus zwei Kopien einer positiven Einzelstrang-Ribonukleinsdure (RNA), an
die das Nukleokapsidprotein (NC) eng gebunden ist. Ebenfalls an die RNA
gebunden sind die Enzyme Reverse Transkriptase (RT), Integrase (IN) und
Protease (PR). Umgeben wird der Innenkorper vom Matrixprotein (MA), das der
duBeren Form des Virions, dem vollstindigen, fiir die Wirtszelle infektiosen
Virus, die Stabilitdt verleiht (DAVIS und CLEMENTS, 1989; CLEMENTS und
PAYNE, 1994). Die Virushiille wird aus einer, urspriinglich aus der Zellmembran
stammenden, Lipiddoppelschicht gebildet, in deren Oberflache virale Proteine
eingelagert sind. Bei diesen Oberflichenproteinen handelt es sich um zwei
Glykoproteine, das Transmembranprotein (TM) mit einem Molekulargewicht von

41 kD (gp41), und das Oberfachenprotein (SU), dessen Molekulargewicht mit 120
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kD (gp120) angegeben wird (EGBERINK et al., 1990; VERSCHOOR et al.,
1993).

Oberfldachenprotein
Transmembranprotein
Viruhiille

Matrixprotein

Reverse Transkriptase
Integrase

ViraleRNA

Protease

Kapsidprotein

Abb. 1: Schematische Darstellung eines Lentivirus
(www.vetmed.iastate.edu/.../users/carlap/retrovirus2.jpg, modifiziert)
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1.1.1. Strukturgene und ihre Produkte

Lentiviren enthalten zusdtzlich zu den allen Retroviren eigenen drei
Strukturgenen, gag (group specific antigen), pol (polymerase) und env
(envelope), die fiir die Strukturproteine und einige Enzyme kodieren, eine Anzahl
kleiner Gene, sogennanter Open reading frames (ORF). Diese ORF kodieren
zusétzliche, artspezifische Enzyme. Bei HIV-1 wurden sechs ORF identifiziert;
das FIV-Genom enthdlt nur drei weitere Gene. Nach MIYAZAWA und
Mitarbeiter (1993) besteht das FIV-Provirus aus ca. 9500 Basenpaaren und wird
an beiden Enden von Long Terminal Repeats (LTR) flankiert. Die LTR sind
Nukleotidsequenzen, die die Synthese und Integration der proviralen DNA steuern
(ELDER und PHILLIPS, 1993).

Durch Translation des gag-Gens, bei der die genetische Information der DNA in
die Aminosduresequenz des Proteins iibersetzt wird, entsteht ein Polyprotein (55
kD), aus dem, nach Spaltung durch die virale Protease die drei Strukturproteine
des Innenkorpers gebildet werden (CLEMENTS JANICE und ZINK, 1996).
Zundchst wird vom N-terminalen Ende das Matrixprotein MA (15 kD)
abgespalten und dann in zwei Schritten das Kapsidprotein CA (24 kD) vom
Nukleokapsidprotein NC (7 kD) getrennt (EGBERINK et al., 1990; STEINMAN
et al., 1990; ELDER und PHILLIPS, 1993). Hierbei entsteht ein Oligopeptid aus
neun Aminosduren, dessen Funktion bisher ungeklért ist und das dem bei HIV-1
aus zwdlf Aminosduren bestehenden Peptid dhnlich ist (HENDERSON et al.,
1992). Durch die zeitliche Abfolge der Spaltungen wird wahrscheinlich die
Féahigkeit des NC reguliert, stabile Komplexe mit sich selbst, mit der
Zellmembran und mit der viralen RNA zu bilden (ELDER und PHILLIPS, 1993).
Bei jedem 20. Translationszyklus liest der Ribosom-RNA-Komplex iiber den
Endpunkt der Gag-kodierenden-mRNA hinaus, wodurch zusitzlich das pol-Gen
abgelesen wird (MORIKAWA und BISHOP, 1992). Es entsteht ein 158 kD
groles Gag-Pol-Vorlauferprotein (MORIKAWA et al., 1991). Die pol-Gen
kodierten Proteine stellen die Enzymausstattung des Virus dar. Das erste, die PR
(13 kD) vermittelt die Spaltung der groBen Vorlduferproteine in die
funktionsfahigen Proteine. Die RT mit einem Molekulargewicht von 61 kD, in
Form eines Dimers, katalysiert die Bildung einer proviralen DNA aus der RNA-
Vorlage. Die Endonuklease IN (32 kD) ist fiir die Integration der Provirus-DNA
in Wirtszellchromosome verantwortlich (SPARGER et al., 1989; TALBOTT et
al., 1989). Zusitzlich entsteht aus dem Pol-Protein die dUTPase (ELDER et al.,
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1992). Die dUTPase ist ein Reparatur-Enzym, das den Einbau von Uracil in DNA
verhindern und damit Genom-mutationen vorbeugen soll (INOSHIMA et al.,
1998Db).

Die durch env kodierten Oberfldchenproteine SU und TM werden von zelluldren
Proteasen aus einem glykosylierten Vorlduferprotein geschnitten (EGBERINK et
al., 1990; VERSCHOOR et al., 1993). Sie sind fiir die Bindung und Fusion mit
der Wirtzelle von Bedeutung. Untersuchungen von MIYAZAWA und
Mitarbeitern (1991) und PANCINO und Mitarbeitern (1993) zufolge, enthdlt SU
fiinf variable Regionen (V1 bis V5), wobei die V3-Region mit dem Zellrezeptor
interagiert, fir den Zelltropismus verantwortlich ist und bei der Bildung
neutralisierender Antikorper eine entscheidende Rolle spielt (LOMBARDI et al.,
1993; VAHLENKAMP et al., 1999). Das env-Gen zeigt eine weitaus hohere
Variabilitit in seiner Sequenz als die beiden anderen Gene (GREENE et al., 1993;
RIGBY et al., 1993). Die Einteilung in die verschiedenen Subtypen des FIV wird
aufgrund von Sequenzunterschieden in den Bereichen des env-Gens
vorgenommen, die fiir die variablen Regionen des SU kodieren (SODORA et al.,
1994).

1.1.2. Weitere Gene

Neben den drei groen ORF, gag, pol und env, enthilt das FIV-Genom drei
weitere Gensequenzen vif, rev und ORF A, die regulatorische Proteine kodieren
(OLMSTED et al., 1989a; OLMSTED et al., 1989b; TALBOTT et al., 1989;
MIYAZAWA et al., 1994). Das vif- (viral infectivity factor) Gen schlie8t direkt
an das pol-Gen an. TOMONAGA und Mitarbeiter (1992) zeigten, dal} es sich in
Position, GroBe und Funktion nicht von dem vif-Gen der Primaten-Lentiviren und
dem ORF Q des Visna-Virus (SONIGO et al., 1985) unterscheidet. Die genaue
Funktion des Vif-Proteins ist noch nicht bekannt; man geht davon aus, dal} es im
Spétstadium des Zusammenbaus der Nukleoproteinhiille und im Friihstadium der
viralen Replikation notwendig ist (EMERMAN und MALIM, 1998). Vif-defekte
Virusisolate sind nicht in der Lage, Provirus-DNA in die Wirtszell-DNA zu
integrieren (MILLER et al., 2000).

Die beiden das rev-Gen bildenden Exons, Bereiche der DNA, die genetische
Information enthalten und in mRNA umgeschrieben werden, flankieren das env-
Gen (PHILLIPS et al., 1992; TOMONAGA et al., 1993). Rev-Regulatorproteine

binden im Zellkern vor dem ,,Splicing* an einen Bereich der viralen mRNA, das
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Rev-Responsive-Element (RRE), und stabilisieren die mRNA dadurch fiir den
Transport ins Zytoplasma (ROSEN et al., 1988; MALIM et al., 1989). Bei
geringen Rev-Proteinmengen finden sich hauptsidchlich kleinere mRNA-Stiicke
im Zytoplasma; bei hoheren Rev-Konzentrationen wird die RNA als ganzer
Strang oder nur einmal gespalten transportiert. Da ganze RNA-Stiicke fiir die
Bildung infektidser Viren notwendig sind, beeinflussen die Rev-Proteine
konzentrationsabhéngig, ob sich die Infektion in einer latenten oder produktiven
Phase befindet (MIYAZAWA et al., 1994).

Die dritte Gensequenz, ORF A, liegt zwischen den Sequenzen fiir vif und env und
entspricht damit in seiner Lage dem tat-Gen des HIV (CLEMENTS und ZINK,
1996). Tat-Protein interagiert mit der Tat-Aktivierungsregion (TAR) am 3’-Ende
der proviralen DNA. Durch Bindung aktiviert es spezifisch die Transkription der
in die Wirtszelle eingeschleusten Gene (HAMY et al., 2000). FIV besitzt keine
TAR. Das durch ORF A kodierte Protein aktiviert jedoch ebenfalls die Gen-
Expression, indem es vermutlich mit einem speziellen Bereich der Long Terminal
Repeats interagiert (THOMPSON et al., 1994; INOSHIMA et al., 1998a).
MIYAZAWA und Mitarbeiter fanden 1993 bei einem FIV-Stamm eine, dem nef-
Gen des HIV entsprechende Gensequenz, deren Einfluss auf die Virusvermehrung
unklar ist. Das Nef-Protein des HIV hat mehrere Effekte, wobei der
Einschleusung und Deaktivierung (Down-Regulation) von CD4- (cluster of
designation) und MHC-Klasse-I- (major histocompatibility = complex)
Oberfldachenrezeptoren in der Wirtszellmembran eine wichtige Rolle zukommt.
Die Reduktion der Anzahl an CD4-Molekiilen auf der Oberfldache erleichtert
wéhrend der Knospung (,,Budding®) von Tochterviren die Expression von Env-
Proteinen (AIKEN et al., 1994; GARCIA et al., 1993) und verhindert die
Superinfektion einer Zelle (BENSON et al., 1993).

Long Terminal Repeats (LTR) begrenzen beiderseits das provirale Genom
(ELDER und PHILLIPS, 1993) und umfassen die Doménen U3, R und U5
(ELDER und PHILLPS, 1995). Die LTR sind fiir die Integration der proviralen
DNA in Wirtszellchromosome verantwortlich und kontrollieren die virale DNA-
und RNA-Synthese (OLMSTED et al., 1989b; SHERMAN et al., 1989). Die U3-
Region enthélt die Enhancer-/Promotor-Bindungsstellen AP-1, AP-4, ATF, LBP1,
CCAAT- und TATA-Box, die das Ablesen von Genen verstirken und fordern
(TALBOTT et al., 1989; MIYAZAWA et al., 1993). Die R-Region beinhaltet das
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Poly-A-Signal, das Signal fiir den Endpunkt der Polymerisation (MIYAZAWA et
al., 1994).

1.2. Viraler Replikationszyklus

Retroviren sind in der Lage, ihr Genom als Provirus in ein Wirtszellchromosom
zu integrieren und damit dessen Erbinformation permanent zu verdndern
(CLEMENTS und PAYNE, 1994; CLEMENTS und ZINK, 1996; TANG et al.,
1999). Dazu muss das Virus in die Zelle gelangen, dort die eigene Erbinformation
freisetzen, die einstringige RNA in eine doppelstringige DNA umschreiben und
diese in ein Chromosom der Wirtszelle integrieren (VINK et al., 1994).
AnschlieBend muss die infizierte Zelle virale Proteine produzieren und das virale

Genom replizieren, damit neue, infektidse Viruspartikel entstehen konnen (Abb.

2).

1.2.1. Viruseintritt in die Zelle

Im ersten Schritt bindet das FIV mit seinen Hiillprojektionen an Rezeptoren auf
der Oberfliche empfinglicher Zellen (EARL et al., 1990b; LOMBARDI et al.,
1995). Wihrend das Transmembranprotein TM, dessen Aminoende das
Fusionspeptid darstellt, mit seinem Carboxyende in der Virushiille verankert ist,
liegt das, die Rezeptorbindungsstelle tragende Oberflichenprotein SU vollstidndig
auBerhalb der Membran (CLEMENTS und PAYNE, 1994; FLINT et al., 2000).
VERSCHOOR und Mitarbeiter (1993) zeigten, dal die V3-Domidne des SU-
Proteins bei der Adsorption eine entscheidende Rolle spielt. Die Interaktion von
SU mit dem Oberfldchenrezeptor der Zelle induziert eine Konformationsanderung
an TM, durch die das hydrophobe Fusionspeptid in die Zellmembran eingebettet
und die Verschmelzung der Virushiille vermittelt wird (GILBERT et al., 1995;
CHAN und KIM, 1998). HIV benotigt fiir diesen Vorgang meist zwei Rezeptoren,
das CD4-Molekiil und einen Korezeptor aus der Familie der Chemokinrezeptoren.
Es wurden aber auch Virusisolate beschrieben, die eine Zelle CD4-unabhingig
infizieren konnen (ENDRES et al., 1996; DUMONCEAUX et al., 1998;
HOFFMAN et al., 1999). Die Wahl des Korezeptors héngt von den variablen
Regionen in der V3-Domaéne des gp120 ab (GALLO und LUSSO, 1997). Es wird
zwischen R5- und X4-Stdmmen unterschieden, die hauptsiachlich CCRS bzw.
CXCR4 als Korezeptor nutzen. FIV kann den Chemokinrezeptor CXCR4 ohne
zweiten Rezeptor zur Bindung nutzen (RUCKER et al., 1997; POESCHLA und
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LOONEY, 1998; FREY et al., 2001). Nach der Fusion wird das Kapsid

intrazelluldr freigesetzt (Uncoating).

1.2.2. Reverse Transkription und Integration

Nachdem das Viruskapsid ins Zytoplasma der Zelle gelangt ist, werden die beiden
RNA-Stringe aus dem Innenkorper entlassen. Bei HIV ist die Anwesenheit und
der Einbau von zelluldrem Cyclophyllin A (CyPA) in die Hiille des Innenkorpers
notwendig, damit diese sich in der neu infizierten Zelle 6ffnen und das Genom
entlassen kann (BRAATEN et al., 1996; LUBAN, 1996). Anschlieend wird die
Einzelstrang-RNA von der RT in eine doppelstringige DNA umgeschrieben. Die
reverse Transkription lduft in mehreren Schritten ab. Sie beginnt am 5’-Ende der
RNA mit einem tRNA-Primer, der schon im infizierenden Virion an die RNA-
Sequenz primer-binding-site (pbs), gebunden ist, an der die Transkription
beginnen soll (COFFIN, 1996). Nach einer Verlingerung um ca. 100 Nukleotide
endet die Synthese des (-)DNA-Stranges und die als Vorlage genutzte RNA wird
durch die Aktivitdt der Ribonuklease H (RNAseH) abgespalten (TOPPING et al.,
1998). Dieses kurze Transkriptionsprodukt dient als Anfang fiir die weitere (-
)DNA-Synthese, indem es an das 3’-Ende des gleichen oder des anderen RNA-
Stranges bindet. Wie KATZ und SKALKA (1994) zeigten, wird die
komplementire (-)DNA durch Kopie der RNA gebildet und dann als Vorlage fiir
den (+)DNA-Strang genutzt. Als Produkt entsteht ein doppelstringiges, lineares
DNA-Molekiil, das an beiden Enden von identischen LTRs flankiert wird. Im
Gegensatz zu anderen Retroviren, die eine Teilung der Wirtszelle bendtigen, um
ihr Genom in den Zellkern zu transferieren, wird die DNA von Lentiviren aktiv
wihrend der Interphase in das Kernkompartiment importiert (Translokation)
(BUKRINSKY et al.,, 1992; LEWIS und EMERMAN, 1994; LODGE et al.,
1998). Fiir die Translokation bildet sich ein Pré-Integrations-Komplex (PIC) aus
dicht gepackter, ringformiger viraler DNA und einigen viralen Proteinen, darunter
die RT, das MA und die IN (BUKRINSKY et al., 1992; WHITWAM et al., 2001).
Die Effektivitit des Transports wird durch eine DNA-Tasche (,,central DNA
flap®), in deren Bereich die DNA einzelstringig vorliegt, beeinflusst
(WHITWAM et al., 2001). Der Einbau des viralen Genoms in Chromosome der
Wirtszelle geschieht willkiirlich (WITHERS-WARD et al., 1994; AIYAR et al,,
1996), es wird jedoch vermutet, dass Stellen bevorzugt werden, die aufgelockert

oder partiell entwunden sind (HEUER und BROWN, 1998). Unerlésslich fiir die
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Integration sind die LTR, die zundchst an beiden Enden um 2 bp verkiirzt und
deren 3’-Enden dann mit Zielsequenzen im Wirtschromosom verbunden werden
(TANG et al., 1999). Das integrierte Provirus persistiert im Wirtszellgenom und

wird bei Zellteilung an die Tochterzellen vererbt.

1.2.3. Transkription und Translation

Eine wichtige Figenschaft der Lentiviren ist ihre Féhigkeit, sich in
ausdifferenzierten, sich nicht teilenden Zellen zu vermehren (ZACK et al., 1990;
ZACK et al., 1992; CLEMENTS und PAYNE, 1994). Die U3-Region der LTR
enthdlt  Enhancer- und  Promotor-Sequenzen, die mit  zelluldren
Transkriptionsfaktoren interagieren (LEVY, 1993; CLEMENTS und PAYNE,
1994; CLEMENTS und ZINK, 1996). Die Transkription viraler Gene wird durch
die Bindung dieser Faktoren gesteuert. Bei FIV binden die zelluldren Proteine AP-
1 und AP-4 an Zielsequenzen im U3-Bereich, wodurch die Transkription in virale
mRNA initiiert wird.

Die Genexpression bei Lentiviren ist charakterisiert durch eine frithe und eine
spiate Phase. In der frilhen Phase verlassen nur kurze, vollstindig geschnittene
mRNA-Stiicke, die fiir die regulatorischen Proteine Tat, Rev, im Falle von HIV
auch Nef kodieren, den Zellkern (CLEMENTS und PAYNE, 1994). Die
Interaktion des Tat-Proteins stabilisiert den Transkriptionskomplex und fordert die
virale Genexpression und Verlingerung der mRNA (CULLEN, 1992;
CLEMENTS und PAYNE, 1994; TANG et al., 1999). Der Ubergang von der
frithen in die spédte Phase wird durch die Konzentration an Rev-Protein bestimmt
(CLEMENTS und ZINK, 1996). Rev bindet an virale mRNA, wodurch bei hohen
Rev-Konzentrationen das ,Splicing’ umgangen und ungeschnittene oder nur
einmal geschnittene mRNA ins Zytoplasma transportiert wird (TANG et al.,
1999). Weiterhin vermittelt Rev die Bindung dieser mRNA an zelluldre
Polyribosomen (CLEMENTS und ZINK, 1996), an denen dann die
Strukturproteine Gag und die enzymatischen Pol-Proteine, die fiir den
Zusammenbau des Viruspartikel bendtigt werden, entstehen. Fiir die Bildung des
Env-Proteins ist einmalig geschnittene mRNA notwendig, die ebenfalls Rev-

abhiingig ist (CLEMENTS und ZINK, 1996).
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1.2.4. Zusammenbau und Knospung

Um ein infektidses Virus aus der Zelle zu entlassen, miissen alle Komponenten an
der Zellmembran zusammengefiigt werden. Die Env-Vorlduferproteine werden
am endoplasmatischen Retikulum  synthetisiert und danach glykosyliert.
SchlieBlich werden TM und SU durch Disulfidbriicken verbunden (FLINT et al.,
2000). Am Golgi-Apparat entstehen mehrere Oberflichenproteine, die in Bereiche
der Zellmembran eingelagert werden, die eine hohe Konzentration an Cholesterol,
Sphingolipiden und Glykolipiden enthalten (LIAO et al., 2001). Die Translation
der Gag- und Pol-Vorlduferproteine geschieht an zytoplasmatischen Ribosomen
(FLINT et al., 2000). Gag wird im Bereich, der spéiter zu MA gespalten wird,
myristyliert, d. h. an Myristylinsdure gebunden (ELDER und PHILLIPS, 1993)
und dann an die intrazellulire Domine von TM angelagert. Durch die Bindung
des viralen RNA-Dimers an das NC wird der Zusammenbau des Virus initiiert.
Eines von zehn auf diese Weise an die Zellmembran gebundenen Gag-
Polyproteine trigt am Carboxyende die Translationsprodukte der viralen Enzyme
PR, RT und IN (MORIKAWA und BISHOP, 1992).

Die Grofle des entstehenden Virus wird durch Interaktionen zwischen den Gag-
Proteinen bestimmt. Es bildet sich eine halbmondformige Erhebung der
Zellmembran, die im weiteren Verlauf eine geschlossene Hiille um das Virus
bildet und es dann in den Interzellularraum entldsst (PARENT et al., 1995). Durch
die proteolytische Aktivitdt der viralen Protease werden die Gag- und Gag-Pol-
Polyproteine gespalten. Ein reifes, infektioses Virus mit dem fertigen Innenkorper

entsteht (FLINT et al., 2000).
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2. Rezeptoren

Der erste Schritt im viralen Infektionszyklus ist der Eintritt des Virus in die
Wirtszelle. Er wird durch Interaktionen von Zelloberflichenrezeptoren mit der
Virushiille vermittelt (EARL et al., 1990a; LOMBARDI et al., 1995;
CAMMACK, 1999). Diese Interaktionen 16sen Konformationsdanderungen im TM
aus. Dadurch wird an dessen Aminoende ein lipophiles Fusionspeptid freigelegt
und die Fusion der Virus- und der Zellmembran eingeleitet (VAHLENKAMP et
al., 1997; SALZWEDEL und BERGER, 2000). HIV benétigt fiir die Fusion mit
der Wirtszelle zwei Rezeptoren, den CD4-Rezeptor (NOVOTNEY et al., 1990;
ROBEY und AXEL, 1990, DUMONT DRIEUX et al., 1992) und einen
Korezeptor (DIMITROV, 1996, 1997; GALLO und LUSSO, 1997; BERGER et
al., 1999a; CAMMACK, 1999). Als Korezeptoren fiir HIV dienen
Oberflachenproteine aus der Familie der Chemokinrezeptoren (ALKHATIB et al.,
1996; DENG et al.,, 1996; FENG et al., 1996; DORANZ et al., 1997). FIV
infiziert die Zielzellen unabhédngig von CD4 (BROWN et al., 1991; WILLETT et
al., 1991; DUMONT DRIEUX et al., 1992; HOSIE et al., 1993; NORIMINE et
al., 1993; ALKHATIB et al.,, 1996; DENG et al., 1996; FENG et al., 1996;
DORANZ et al., 1997), nach dem heutigen Wissensstand allein iiber einen
Chemokinrezeptor (WILLETT et al., 1997b; POESCHLA und LOONEY, 1998).

2.1. Chemokine und Rezeptoren
Chemokin-Rezeptoren und ihre Liganden die Chemokine spielen eine
entscheidende Rolle bei der Reifung des Immunsystems und bei der Kontrolle der

zelluldren und humoralen Immunitat.

2.1.1. Chemokine

Der Ausdruck Chemokin steht fiir ,,chemotaktisches Zytokin®“. Zytokine sind
hormonéhnliche Proteine. Sie werden von verschiedenen Zellen sezerniert und
beeinflussen Zellen {iber Oberflichen-Rezeptoren (Zytokinrezeptor), die
spezifisch ihre stimulierende Wirkung erkennen (FELSBURG, 1994). Dabei kann
die Zielzelle die gleiche Zelle (autokrin) (MCMANUS et al., 2000), eine
Nachbarzelle (parakrin) (NANKI et al., 2001) oder eine weit entfernte Zelle sein
(endokrin) (MOHLE et al., 2001), die via ins Blut abgegebene Zytokine aktiviert

wurde.
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Chemokine sind eine Untergruppe der Zytokine, die von Leukozyten freigesetzt
werden und deren Bewegungen regulieren (BAGGIOLINI, 1998; SALLUSTO et
al., 1999b; LOETSCHER et al., 2000; GERARD und ROLLINS, 2001). Sie
haben chemotaktische Aktivitit (BAGGIOLINI et al., 1994; VICENTE et al.,
1998), d. h. sie signalisieren der angesprochenen Zelle, ob sie sich im Rahmen der
Immunantwort zu der Stelle hin oder weg bewegen soll, an der die Chemokine
freigesetzt werden (LIN et al., 1998). In Bezug auf ihre Leukozytenspezifitit
konnen sowohl Breit- als auch spezifischere Schmalspektrum-Chemokine
identifiziert werden. Derzeit sind mehr als 50 verschiedene humane Chemokine
identifiziert. Zusammen bilden sie eine Gruppe von interzelluldren ,,messenger*-
Molekiilen, die entziindliche Prozesse und Immunreaktionen vermitteln (LUSSO,

2000).

2.1.1.1. Struktur

Chemokine sind kleine, sekretorische, positiv geladene Proteine (BAGGIOLINI,
2001). Sie bestehen aus 70 bis 130 Aminosduren mit zumeist vier konservierten
Cysteinen (BAGGIOLINI et al., 1994, 1997). Cystein ist eine ungeladene
Aminosdure mit einer Sulthydrylseitenkette (SH), die sehr reaktiv ist und leicht
mit anderen SH-Gruppen Disulfidbindungen eingeht (NASSAL et al., 1992). Als
sekretorische Proteine werden Chemokine mit einer Fiihrungssequenz
synthetisiert, die vor der Ausschleusung aus der Zelle abgespalten wird
(BAGGIOLINI, 2001). Natiirlich vorkommende, funktionelle Chemokine wirken,
mit wenigen Ausnahmen (BLANPAIN et al.,, 1999), an ihren Rezeptoren als
Agonisten.

Die zwei Chemokin-Hauptfamilien, CXC und CC (auch a- bzw. B-Chemokine
genannt), werden durch die Position ihrer ersten beiden Cysteine unterschieden,
die entweder durch eine Aminosduren getrennt sind (CXC) oder direkt
aufeinander folgen (CC) (BAGGIOLINI et al., 1995). Die Cysteine bilden
untereinander Disulfidbriicken (Cysl mit Cys3 und Cys2 mit Cys4), die den
Chemokinen ihre charakteristische dreidimensionale Struktur verleihen. CXC-
Chemokine koénnen noch weiter in zwei funktionell unterschiedliche
Strukturgruppen unterteilt werden, je nach Vorhandensein oder Nicht-
Vorhandensein der Tripeptidfolge Glutamat-Leucin-Arginin (ERL) am N-
terminalen Ende vor dem ersten Cystein (MURPHY et al., 2000). ERL"-CXC-
Chemokine sind spezifisch flir neutrophile Granulozyten (BAGGIOLINI et al.,
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1995), wihrend ERL-CXC-Chemokine aktivierte T-Lymphozyten beeinflussen
(LIAO et al., 1995).

CXC- und CC-Chemokine tragen zwei Strukturen, durch die sie mit ihren
Rezeptoren interagieren, eine am amino-terminalen Ende und eine in der au3en
liegenden, starren Schleife, die direkt auf das zweite Cystein folgt (LIWANG et
al., 1999). Beide werden durch Disulfidbindungen in enger Nachbarschaft
gehalten und beeinflussen die Rezeptorerkennung und biologische Aktivitét
(BAGGIOLINI, 2001). Der Rezeptor interagiert zundchst mit Bindungsstellen
innerhalb der Schleifenregion, die als ,,docking“-Domine fungiert. Durch diese
Bindung wird die Mobilitit des Chemokins eingeschrinkt und die richtige
Ausrichtung der amino-terminalen ,triggering“-Doméne gefordert, die den
Rezeptor aktiviert (CRUMP et al., 1997). In Geweben binden die Chemokine mit
ithren  basischen =~ Aminosduren  meist an  saure  Makromolekiile
(Glykosaminoglykane) auf der Zelloberfliche (BAGGIOLINI, 1997; AMARA et
al., 1999).

Zusitzlich zu den CC- und CXC-Chemokinen existieren zwei weitere Varianten
des Chemokin-Strukturmusters, erstens Lymphotaktin a und 3, C-Chemokine mit
nur zwei Cysteinen, die dem zweiten und vierten der anderen Gruppen
entsprechen (KELNER et al., 1994), und zweitens Fraktalkin, bei dem zwischen
den ersten zwei Cysteinen drei Aminosduren liegen (CX3C) (COMBADIERE et
al., 1998). Fraktalkin besteht aus verschiedenen Elementen, der Chemokindoméne
verbunden mit einem Mukopolysaccharidprotein-dhnlichen Stiel und einem
Transmembrananteil, der das Molekiil in der Zellmembran verankert, das
wiederum an eine zytoplasmatischen Doméne gebunden ist. Dementsprechend
funktioniert es als Zell-Zell-Adhédsionsmolekiil, indem es direkt an seinen
Rezeptor (CX3CRI1) bindet (IMAI et al., 1997b). Die anderen Chemokine
besitzen keine Transmembrandoméne, sind aber trotzdem in der Lage, zelluldre
Glykosaminoglykane fiir die Anheftung an die Endothelzellmembran zu
verwenden (SPRINGER, 1995).

Die Gene fiir entziindungsfordernde Chemokine finden sich typischerweise auf
den humanen Chromosomen 4 (CXC) und 17 (CC). Die fiir die himostatischen
sind alleine oder in kleinen Verbanden auf den Chromosomen 1, 2, 5,7, 9, 10 und

16 lokalisiert sind (MURPHY et al., 2000).
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2.1.1.2. Funktion

Chemokine haben Einfluss auf die Organentwicklung und die Ausbildung und
Aufrechterhaltung der Immunitidt. Dabei konnen einerseits auf einer Zelle
verschiedene Chemokine an einen Rezeptor (ZHANG et al., 1999) und
andereseits  unterschiedliche  Rezeptoren  dasselbe = Chemokin  binden
(MOROHASHI et al., 1995). Durch diese Uberlappung von Chemokinrezeptor-
Bindungsmoglichkeiten entstehen funktionelle Einheiten, die fiir die jeweilige
Leukozyten-Untergruppe spezifisch sind (BAGGIOLINI, 1998).

Chemokine locken selektiv unreife Vorlduferzellen und reife, immunkompetente
Zellen in spezifische Gewebe (,,homing“-Funktion), sie induzieren und verstirken
die Funktionen der Immunzellen (Effektor- oder Entziindungs-Funktion) und
beeinflussen das Sekretionsmuster von Zytokinen wéhrend einer Immunreaktion
(Polarisations-Funktion) (LUSSO, 2000).

Uber die ,,homing“-Funktion vermitteln sie die Anheftung der Leukozyten an
Endothelien und die Wanderung aus den Gefillen (BAGGIOLINI et al., 1994).
Sie geben, in Kombination mit anderen Zytokinen, den Leukozyten die richtige
»Adresse“ an (SPRINGER, 1994). ,Homing*“-Chemokine werden in einigen
Geweben  stindig  exprimiert und induzieren die  Einwanderung
gewebsspezifischer Leukozyten (BAGGIOLINI und LOETSCHER, 2000). Die
,homing“-Funktion spielt eine zentrale Rolle in der Entwicklung und Homdostase
des hidmatopoetischen Systems (PSENAK, 2001), in der Kontrolle der
Angiogenese (FEIL und AUGUSTIN, 1998; GUPTA et al., 1998a) und in der
Regulation des Nervenzellwachstums (HESSELGESSER et al., 1997, BERGER
et al., 1999b).

Entziindungs-Chemokine locken Immunzellen, wie Granulozyten, T-Zellen,
natiirliche Killerzellen, Monozyten und unreife dendritische Zellen an den Ort der
Entziindung oder bakteriellen Invasion (GAO et al., 1997; YOUSEFI et al., 2001).
TANAKA und Mitarbeiter (1993) zeigten, dass Chemokine die Anheftung von
Leukozyten an das Gefdllendothel vermitteln. Dadurch wird deren Wanderung in

Gewebe, in denen das Antigen lokalisiert ist, gefordert (CAMPBELL et al., 1998).

2.1.2. Chemokinrezeptoren
Die Expression der Rezeptoren auf den Zielzellen ist fiir die Funktion des
Chemokinsystems ebenso wichtig wie die Sekretion der Chemokine.

Chemokinrezeptoren sind Rezeptoren, die nach Bindung eines oder mehrerer
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Chemokine, ein Signal iibertragen kénnen (BAGGIOLINI et al., 1997; YOSHIE
et al., 1997; LUSTER, 1998; ZLOTNIK et al., 1999). Derzeit sind 18 humane
Rezeptoren bekannt, die diese Funktion erfiillen. Sie wurden als CXCRI bis
CXCR6, CCR1 bis CCR10, XCR1 und CX3CR1 gekennzeichnet, basierend auf
thren jeweiligen Chemokinpriferenzen (ZLOTNIK und YOSHIE, 2000). Die
Chemokinrezeptoren gehodren zur groBen Gruppe der G-Protein-gekoppelten
Oberflachenrezeptoren (GPCR) mit sieben Transmembrandoménen (7-TMD)
(BAGGIOLINI et al., 1997). Das ,,R* steht dabei fiir das Wort ,,Rezeptor*, daher
ist die Bezeichnung ,,CXCR4-Rezeptor iiberfliissig, wird aber hdufig gebraucht.
Zusitzlich existieren D6 und Duffy, zwei chemokinbindende Rezeptoren mit 7-
TMD, die aber kein Signal {bertragen und daher aus der systemischen
Nomenklatur ausgeschlossen wurden (AHUJA et al., 1994; NIBBS et al., 1997b).

Chemokinrezeptor-dhnliche Sequenzen wurden bei Sdugetieren, Vogeln (GUPTA
et al., 1998b) und Fischen (DANIELS et al., 1999) identifiziert, nicht aber bei
Invertebraten, Pflanzen, Hefen oder Bakterien. Die Aminosdurensequenz aller
Chemokinrezeptoren zeigte 25 bis 80 % Ubereinstimmung untereinander, daher
wird ein gemeinsamer Ursprung vermutet (MURPHY et al, 2000). Die
Rezeptoren haben eine Lénge von 340 bis 370 Aminoséuren, ein saures N-
terminales Ende, eine kurze basische intrazelluldre Schleife und ein Cystein in
jeder der vier extrazelluliren Dominen (BRODER und COLLMAN, 1997).
Basierend auf der Spezifitdt fiir ihre Liganden kdnnen die Chemokinrezeptoren in
drei verschiedene Kategorien eingeteilt werden, erstens spezifische, nur einen
einzigen Liganden bindende, zweitens mehrere Liganden einer Chemokinfamilie
bindende und drittens unselektive, Chemokine verschiedener Familien bindende
Chemokinrezeptoren (PREMACK und SCHALL, 1996).

Die Expression auf der Zelloberfliche der Immunzellen wechselt im Laufe der
Reifung. So werden auf unreifen T-Lymphozyten zundchst konstitutionelle
Rezeptoren und nach Aktivierung Entziindungs-Chemokine (SALLUSTO et al.,
1998b; SALLUSTO et al., 1999a; SOZZANI et al., 1999b) exprimiert, wahrend
dies bei antigenpréisentierenden Zellen umgekehrt ist (SALLUSTO et al., 1998b;
SOZZANI et al.,, 1999b). In Analogie zu den Chemokinen werden auch die
Rezeptoren in konstitutionelle, (homoostatische, ,,homing* oder housekeeping-
Rezeptoren), und induzierbare (Entziindungsreaktionen-vermittelnde) eingeteilt

(LUSSO, 2000). Homoostatische Rezeptoren sind CXCR4, CXCRS5, CCR4,
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CCR7 und CCRO. Zu den induzierbaren Entziindungsrezeptoren zéhlen CXCRI1,
CXCR2, CXCR3, CCR1, CCR2, CCR3, CCRS5 und CCR6.

Die Signaliibertragung erfolgt {iber ein Pertussis-toxin-sensitives G-Protein (Gi-
Protein) (ALFANO et al., 1999), ein Protein, das durch Bordetella-pertussis-
Toxin gehemmt wird. Nach NARDELLI und Mitarbeitern (1999) fiihrt die
Aktivierung des Gi-Proteins iiber eine Kette von Enzyminduktionen zum Einstrom
sowohl extrazelluldren, als auch intrazelluldr gespeicherten Kalziums ins
Zytoplasma. Die Ligandenbindung der Chemokinrezeptoren ist sehr komplex und
involviert mehrere Domédnen. Mindestens zwei Bindungsstellen sind notwendig,
eine fir das Anheften und die zweite fiir die Signaliibermittlung (AHUJA et al.,
1996, CRUMP et al, 1997). Durch die kontrollierte Expression von
Chemokinenrezeptoren und ihren Liganden wird die Wanderung der Leukozyten
bei allen Immunantworten (SPRINGER, 1994; FOXMAN et al., 1997) und
Entziindungen (OCHI et al., 1999; SCHWARZ und MURPHY, 2001) koordiniert.
Innerhalb dieser generellen Funktionen hat jeder Chemokinrezeptor eine spezielle
Aufgabe, festgelegt durch dessen Expressionsmuster auf verschiedenen
Leukozytenuntergruppen und durch die zeitliche und rdaumliche Expression der
spezifischen ~ Chemokine (BAGGIOLINI und LOETSCHER, 2000).
Lebenswichtige Funktionen wurden bei der Hamatopoese (ZOU et al., 1998;
BROXMEYER und KIM, 1999), der Angiogenese (SALCEDO et al., 1999) und
der Entwicklung vieler Organe (TACHIBANA et al., 1998; ZOU et al., 1998;
ROSSI und ZLOTNIK, 2000; HAN et al., 2001) nachgewiesen. Entgegen der
physiologischen Bestimmung helfen die Chemokinrezeptoren verschiedene
Virusinfektionen zu vermitteln (MURPHY, 1994; LALANI et al., 1999;
LINENBERGER und DENG, 1999; IGNATIUS et al., 2000). Dabei werden
zelluldre Chemokinrezeptoren als Zelleintrittspforte missbraucht (BERGER et al.,
1999a; LOCATI und MURPHY, 1999) oder viruskodierte Chemokine oder
Chemokinrezeptoren exprimiert, wodurch die Immunantwort gestért oder das
Zellwachstum dysreguliert wird (PEASE und MURPHY, 1998). Die fiir die HIV-
und FIV-Infektion wichtigen Chemokinrezeptoren sind CCRS und CXCR4 (Abb.
3).
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Abb. 3: Dreidimensionale Darstellung der beiden, fiir die HIV-Infektion

bedeutsamen Chemokinrezeptoren CXCR4 und CCR5
(www.usuhs.mil/mic/CXCR4-CCR5.jpg, modifiziert)

2.1.2.1. CXC-Rezeptoren

Aus der Familie der CXC-Rezeptoren sind CXCR4, CXCRS5 und CXCR6 bei der
Vermittlung der HIV- oder FIV- Infektion von Bedeutung. Die anderen werden
nur kurz besprochen.

CXCR1 und CXCR2 zeigen dhnliche Eigenschaften. Beide binden nur ERL'-
CXC-Chemkine, hauptsichlich IL-8. Auf neutrophilen Granulozyten sind sie die
vorherrschenden Chemokinrezeptoren und die Hauptrezeptoren fiir entziindliche,
induzierbare Chemokine (MURPHY, 1997; BRUHL et al., 2001), die
vornehmlich bei akuten Entziindungsreaktionen von Bedeutung sind. Zusitzlich
zu neutrophilen Granulozyten und Monozyten/Makrophagen werden CXCR1 und
CXCR?2 auch auf aktivierten eosinophilen (NAGASE et al., 2001) und basophilen
Granulozyten (IIKURA et al., 2001), T-Lymphozyten (SALLUSTO et al., 1998b),
Mastzellen (NILSSON et al., 1999), dendritischen Zellen (SOZZANI et al., 1997)
und auf Zellen des zentralen Nervensystems (XIA und HYMAN, 1999) exprimiert
(Abb. 5 und 6).

CXCR3 ist ein entziindlich-induzierbarer Chemokinrezeptor, der in groflen

Mengen auf aktivierten T-Zellen (RABIN et al., 1999), B-Zellen und natiirlichen
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Killer-Zellen (NK) (LOETSCHER et al., 1998a; QIN et al., 1998) exprimiert
wird. Er bindet die drei entziindlichen ERL-CXC-Chemokine I-Tag, MIG und IP-
10 (COLE et al., 1998; LOETSCHER et al., 1998a; WENG et al., 1998). CXCR3
wird hiufiger auf Thl-Zellen als auf Th2-Zellen nachgewiesen (NANKI und
LIPSKY, 2000), kann aber nicht als selektiver Marker zu deren Unterscheidung
genutzt werden (ANNUNZIATO et al., 1999) (Abb. 6).

2.1.2.1.1. CXCR4

Urspriinglich als erster Chemokinrezeptor fiir T-trope HIV-Stamme identifiziert
und mit dem Namen ,,Fusin“ belegt (FENG et al., 1996) wurde er in CXCR4
umbenannt, nachdem der natiirliche Ligand stromal cell-derived factor (SDF-1),
ein CXC-Chemokin, gefunden war (BLEUL et al., 1996; OBERLIN et al., 1996).
CXCR4 ist 352 Aminosduren lang (Abb. 4). Es exitiert eine Variante, die durch
Spaltung des Vorlauferproteins an einer anderen Stelle entsteht und die Lénge des
N-terminalen Endes beeinflusst, jedoch nicht die Affinitdt fiir den Liganden
(HEESEN et al., 1997; FRODL et al., 1998). Sein Ligand SDF-1 kann durch
alternatives Splicing ebenfalls in zwei Formen vorliegen, SDF-1a und . Das C-
Ende von SDF-1p ist 4 Aminosduren lidnger als das von SDF-1a (SHIROZU et al.,
1995). Beide unterscheiden sich nicht in ihrer Funktion. Sie sind die einzigen
natiirlichen Agonisten fiir CXCR4 und ihre Bindung induziert Kalziumeinstrom
und Chemotaxis (DUTT et al., 1998; VICENTE et al., 1998). CXCR4 wird auf
fast allen Zellen des himatopoetischen Systems (TACHIBANA et al., 1998), auf
unreifen und aktivierten T- und B-Zellen und deren Knochenmarksvorstufen
(BLEUL et al., 1997), Monozyten (ANANWORANICH et al., 2000)
Makrophagen (YT et al., 1998) und auf Thymuszellen (ZAITSEVA et al., 1998)
exprimiert (Abb. 5 und 6). Ebenso findet sich CXCR4 in hohen Konzentrationen
auf Zellen des peripheren und zentralen Nervensystems (LAVI et al., 1997) und
auf Endothelzellen (GUPTA et al., 1998a).

Z0U und Mitarbeiter (1998) wiesen nach, daBl Méuse, denen CXCR4 fehlt,
hidmotopoetische und kardiale Defekte aufweisen. Die Tiere wurden entweder tot
oder lebensschwach geboren. Identische Defekte wurden bei SDF-1-defizienten
Maiusen nachgewiesen (NAGASAWA et al., 1996). CXCR4 scheint auch eine
Rolle bei der Metastasierung von Brustkrebs zu spielen. Er wurde in hohem
Konzentrationen auf humanen Brustkrebs-Zelllinien und -Tumorgewebe

nachgewiesen (MULLER et al., 2001). SDF-1 wird in der Lunge, Leber und im
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Knochenmark produziert, Gewebe, in denen héufig Brustkrebsmetastasen
gefunden werden (MOORE, 2001).

CXCR4 ist einer der beiden Haupt-Korezeptoren fiir die HIV-Infektion, er wird
von T-tropen, synzytienbildenden HIV-Isolaten verwendet (BERGER et al.,
1999a), die mit der Progression zu AIDS verbunden sind (CHEN et al., 1997;
BERGER et al.,, 1999a; GRIVEL et al.,, 2001). HIV-Stimme, die CXCR4
verwenden, werden als X4-Stdmme bezeichnet. Eine Verzogerung der
Progression zu AIDS zeigen HIV-Infizierte, die eine Mutation in einem Allel des
sdf-1-Gens aufweisen (ALVAREZ et al., 1999). Fiir CXCR4 konnte bisher keine
Genmutation oder posttranslationale Modifikation gefunden werden, die eine
reduzierte HIV-Affinitdt bedingen wiirde (COHEN et al., 1998; FARZAN et al.,
2002). Wahrscheinlich hitte eine Gen-Mutation von CXCR4, die zu nicht
funktionsfahigen Rezeptoren fithren wiirde, eine letale Auswirkung auf deren
Trager und wiirde daher ausselektiert.

FIV nutzt CXCR4 als Rezeptor fiir den Eintritt in die Wirtszelle (RICHARDSON
et al., 1999). Dabei fungiert CXCR4 als Haupt-Rezeptor, FIV kann unabhingig
von CD4 in die Zelle eindrigen (FREY et al., 2001).

2.1.2.1.2. CXCRS5

CXCRS wird auf B-Lymphozyten exprimiert (LEGLER et al., 1998; BRANDES
et al., 2000) und héufig auf Zellen von B-Zelllymphomen nachgewiesen (DURIG
et al., 2001). Der einzige natiirliche Agonist ist das ,,B cell attracting chemokine
1 (BCA-1), ein homing-Chemokin, das in hohen Konzentrationen in sekundiren
Lymphorganen, wie z. B. Lymphknoten und Organ-assoziierten Lymphgeweben,
exprimiert wird (GUNN et al, 1998). Auf T-Zellen wird CXCRS5 nach
Aktivierung exprimiert. Dies ist fiir ihre Wanderung zu B-Zell-Follikeln wéhrend
einer zellvermittelten Immunantwort von entscheidender Bedeutung (ANSEL et
al., 1999). Es gibt bisher keinen eindeutigen Beweis, dass FIV auch CXCRS als

Rezeptor fiir den Eintritt in die Zellen nutzen kann.
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Abb. 4: Darstellung von Struktur und Aminosdurenfolge des CXCR4 in Aufsicht
und im Querschnitt. Die rot unterlegten Aminosduren D171 und D262
entsprechen den fiir die AMD3100-Bindung unerldsslichen Aspartat-AS (aus
GERLACH et al., 2001)

Maiuse mit defekten cxcr5-Genen zeigen schwere Storungen der normalen B-
Zell-Wanderung, sie haben keine inguinalen Lymphknoten, wenige Peyersche
Platten, abnorme primére Lymphfollikel, und die Keimzentren in der Milz sind
nicht funktionsfdhig (FORSTER et al., 1996). HIV-2, aber nicht HIV-1, kann
CXCRS als Korezeptor fiir den CD4-abhéngigen Eintritt in die Wirtszelle nutzen.
BCA-1 und monoklonale Antikérper gegen CXCRS5 bewirkten in vitro eine
Hemmung der HIV-2-Infektion in CD4/CXCR5 -Zellen (KANBE et al., 1999).

2.1.2.1.3. CXCR6

CXCR6 ist der urspriinglich als BONZO/STRL33 (LIAO et al., 1997) oder
TYMSTR (LOETSCHER et al., 1997) bezeichnete Chemokinrezeptor. Er bindet
selektiv CXCL16, ein membrangebundenes Chemokin, dessen Konformation dem
Fraktalkin dhnelt (WILBANKS et al., 2001; NAKAYAMA et al., 2003). CXCR6
wird von B-Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen (MATLOUBIAN et
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al., 2000) sowie von T-Gedéchtniszellen und einigen Untergruppen aktivierter
Thl-Zellen und zytotoxischer Typl-T-Zellen (KIM et al., 2001) exprimiert.
Dieser Rezeptor ist bei der Migration von T-Gedéchtniszellen bei Th1-abhidngigen
Entziindungskrankheiten, z. B. Multipler Sklerose (MS) (CALABRESI et al.,
2002), und bei der Verteilung von Plasmazellen im Gewebe (NAKAYAMA et al.,
2003) von Bedeutung. CXCR6 kann nach neuen Erkenntnissen als Korezeptor fiir
die HIV-1-Infektion dienen (MURPHY, 2002). Fiir die FIV-Infektion hat CXCR6
keine Bedeutung.

2.1.2.2. CC-Rezeptoren

Der wichtigste Korezeptor fiir die Ubertragung der HIV-Infektion ist CCRS
(DENG et al., 1996; RANA et al., 1997). Aber auch einige andere CC-
Chemokinrezeptoren sind in der Lage, den Viruseintritt zu vermitteln (CCRI,
CCR2b, CCR3 und CCRS).

CCRA4 ist ein selektiver Rezeptor auf Th2-T-Lymphozyten (ANNUNZIATO et al.,
1998). Er wird in hohen Konzentrationen nach T-Zell-Aktivierung iiber den T-
Zell-Rezeptor exprimiert (SALLUSTO et al., 1999a) und vermittelt die T-Zell-
Wanderung vom Gewebe in die Lymphknoten. Auflerdem beeinflusst CCR4 die
Migration der reifenden T-Zellen durch den Thymus und in verschiedene
Lymphgewebe (IMAI et al., 1997a), steuert die Wanderung dendritischer Zellen
(SOZZANI et al., 1999a) und basophiler Granulozyten.

CCR6 wird auf inaktiven T-Gedichtniszellen (MAKI et al, 2002) und
dendritischen Zellen (SOZZANI et al., 1999a) exprimiert. Er unterstiitzt die
Migration dieser Zellen in sekundidre Lymphorgane und hilft einer Untergruppe
der dendritischen Zellen, den Langerhans-dhnlichen dendrititschen Zellen, bei der
Wanderung in die Epidermis (CHARBONNIER et al., 1999; YANG et al., 1999).
Ein wichtiger ,,homing“-Rezeptor des Immunsystems ist CCR7. Er dirigiert B-
Zellen in die Regionen sekunddrer Lymphorgane, in denen viele T-Zellen
lokalisiert sind (REIF et al., 2002). Seine Expression wird vermehrt auf
aktivierten T-Zellen und dendritischen Zellen wéhrend der Reifung beobachtet
(SALLUSTO et al., 1998b; SALLUSTO et al., 1999a; YANAGAWA und ONOE,
2003). Liganden fiir CCR7 werden konstitutionell in T-Zell-Zonen sekundirer
Lymphorgane und in Schleimhaut-assoziierten lymphoiden Geweben exprimiert
(YOSHIE et al., 1997). FORSTER und Mitarbeiter (1999) konnten zeigen, dass

die Lymphknoten von Maéusen, denen das ccr7-Gen fehlt, nicht deutlich
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strukturiert sind. Diese Tiere sind nicht in der Lage, eine schnelle
Antikdrperantwort aufzubauen (FORSTER et al., 1999).

CCR9 ist ein Chemokinrezeptor, an den spezifisch TECK, ein hauptsidchlich im
Thymus exprimiertes Chemokin, bindet (YOUN et al., 2001). Er findet sich auf
der Oberfldche von unreifen und reifen Thymuszellen, und spielt eine Rolle bei
der T-Zell-Entwicklung (MIYAZAKI et al., 2002). CCR9 wurde auch auf einigen
dendritischen Zellen, aktivierten Makrophagen und Lymphozyten in
Schleimhéuten nachgewiesen (MURPHY et al., 2000).

CCRI10 wird auf der Oberflache von differenzierten, ruhenden T-Zellen (WANG
et al., 2000) und Haut-assoziierten dendritischen (Langerhans-) Zellen (HOMEY
et al., 2000) exprimiert. Uber seinen, hauptsichlich in der Haut gebildeten,
Liganden CTACK (cutaneous T-cell-attracting chemokine, CCL27) (HOMEY et
al., 2002) vermittelt er die T-Zell-Infiltration entziindeter Haut (HUDAK et al.,
2002).

2.1.2.2.1. CCR1

CCR1 vermittelt die Wanderung von Immunzellen als Reaktion auf
Entziindungen (DOMACHOWSKE et al., 2000; ZOFFMANN et al., 2002). Er
wird auf neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten (GAO et al.,
1997; ZHANG et al., 1999), auf Monozyten (NARDELLI et al., 1999),
Makrophagen (YOUN et al., 1997), unreifen dendritischen Zellen (SALLUSTO et
al., 1998b) und auf aktivierten Th1-Zellen (PENNA et al., 2002) exprimiert (Abb.
5 und 6). Auf unreifen T-Zellen wird er nicht exprimiert und auf reifen
dendritischen  Zellen  herunterreguliert (SALLUSTO et al.,, 1998b;
DOMACHOWSKE et al., 2000). CCR1-defiziente Méuse zeigen bei Infektionen
eine reduzierte Reaktion der neutrophilen Granulozyten (GAO et al., 1997).
Einige HIV-Isolate konnen CCR1 als Korezeptor fiir den Viruseintritt in die Zelle
verwenden (VAN DER MEER et al., 2000). Er kann auch den Eintritt von SIV in
Wirtszellen vermitteln (MARGULIES et al., 2001).

2.1.2.2.2. CCR2

CCR2 bindet verschiedene ,,monocyte chemoattractant” Proteine (MCP) und ist
wichtig bei Entziindungsreaktionen (BAGGIOLINI und LOETSCHER, 2000).
Zwei Varianten mit unterschiedlicher Lénge, CCR2a und CCR2b, entstehen durch

alternatives Splicing (WONG et al., 1997). Beide zeigen gleiche biologische
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Funktionen; CCR2b scheint die vorherrschende Form zu sein. CCR2 wird auf
Monozyten und Makrophagen (FANTUZZI et al., 1999), unreifen dendritischen
Zellen (SALLUSTO et al., 1998b), T-Zellen, NK-Zellen (KIM et al., 2002) und
auf basophilen Granulozyten (IIKURA et al., 2001) exprimiert (Abb. 5 und 6).
Maiusen, denen CCR2 fehlt, entwickeln sich normal, zeigen jedoch bei
Infektionsversuchen reduzierte Makrophagen-Aktivitdit (MURPHY et al., 2000).

Das HIV-Tat-Protein ist ebenfalls ein CCR2-Agonist. Es wird vermutet, dass
durch Tat HIV-empfangliche Zellen an die Infektionsstelle gelockt werden
(ALBINI et al., 1998). CCR2b kann von manchen R5- und R5/X4-HIV-Stimmen
als Korezeptor fiir die Zell-Fusion genutzt werden (ALKHATIB et al., 1997a;
RANA et al., 1997). Eine Mutation eines Allels im ccr2-Gen (CCR2-641) kann zu
einer verzogerten Progression zum AIDS-Stadium der HIV-Infektion fiithren

(ALVAREZ et al., 1999).

2.1.2.2.3. CCR3

CCR3 wird auf eosinophilen und basophilen Granulozyten, Th2-Lymphozyten
(PEASE et al., 1998; SALLUSTO et al., 1998a) und auf dendritischen Zellen,
unabhéngig von deren Reifung, nachgewiesen (RUBBERT et al., 1998) (Abb. 5
und 6). Er bindet verschiedene entziindliche Chemokine (HEATH et al., 1997)
und spielt eine zentrale Rolle bei der allergischen Entziindung (CHENG et al.,
2001). Sein wichtigster Ligand ist Eotaxin, das wirksamste Chemokin fiir
eosinophile Granulozyten (NAGASE et al., 2001). FUIISAWA und Mitarbeitern
(2000) wiesen nach, dass die Chemokin-abhingige Degranulation von
eosinophilen Granulozyten, eine wichtige Funktion dieser Zellen, selektiv durch
CCR3 vermittelt wird.

CCR3 kann sowohl von R5- als auch X4- und R5/X4-HIV-Stimmen als
Korezeptor verwendet werden (BAZAN et al., 1998; CHOE et al., 1998a), und er
kann den Virus-Eintritt in Mikrogliazellen des ZNS vermitteln (HE et al., 1997).
Hohe CCR3-Konzentrationen auf der Zelloberfliche konnen die Effektivitéit der
Korezeptor-Funktion steigern (RUCKER et al., 1997).

2.1.2.2.4. CCRS5

Das CCRS5-Polypeptid ist 355 Aminosduren lang und wird von einem einzelnen
Exon kodiert. CCRS wird hautpsdchlich auf Makrophagen (ALKHATIB et al.,
1996; ZAITSEVA et al., 1997), Monozyten (COMBADIERE et al., 1996),
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unreifen dendritischen Zellen (RUBBERT et al., 1998; SALLUSTO et al.,
1998b), Th1-Zellen (BLEUL et al., 1997; LOETSCHER et al., 1998b) und NK-
Zellen (INNGJERDINGEN et al., 2001) exprimiert (Abb. 6). Zusétzlich findet er
sich auf Langerhans Zellen (ZAITSEVA et al., 1997), CD4"- und CDS8'-
Thymuszellen (ZAITSEVA et al., 1998) und auf Zellen des ZNS (XIA und
HYMAN, 1999). Seine Liganden RANTES (regulated on activation normal T cell
expressed and secreted) und MIP-1a und -B (macrophage inflammatory protein)
binden mit hoher Affinitit, sind aber nicht selektiv fiir CCR5 (ALKHATIB et al.,
1996, COMBADIERE et al., 1996, NIBBS et al., 1997a).

CCRS5-defiziente Maéuse, wie auch CCRS5-defiziente Menschen, erscheinen
auflerlich gesund (ZHOU et al., 1998). Es gibt jedoch Hinweise, dass das Fehlen
von CCRS5 bei Menschen zu einem frithzeitigen Ausbruch von MS fiihren kann
(FAVOROVA et al., 2002).

CCRS ist der wichtigste Korezeptor fiir die HIV-Infektion. Er wird von M-tropen,
R5-HIV-Stammen verwendet und die Empfanglichkeit des Wirtes fiir das Virus
wird durch CCRS5 kontrolliert (DENG et al., 1996; DORANZ et al., 1996;
ALKHATIB et al., 1997b; DRAGIC und MOORE, 1997). Mutationen von CCR5
konnen die Ubertragung und die Progression der HIV-Infektion deutlich

verringern bzw. verzégern.

2.1.2.2.5. CCR8

CCRS wird in hohen Konzentrationen von Thymuszellen exprimiert (LEE et al.,
2000) und findet sich auf NK-Zellen (INNGJERDINGEN et al., 2001), Th1- und
Th2-Zellen (SALLUSTO et al., 1999a). Die biologische Funktion von CCRS ist
noch nicht eindeutig geklért; er scheint aber eine Rolle bei allergischen
Hautkrankheiten zu spielen (SEBASTIANI et al., 2001).

Von einigen R5-, X4- und R5/X4-HIV-Stimmen wird er als Korezeptor genutzt.
Die Infektion {iber CCR8 kann durch seinen Ligand I-309 gehemmt werden
(ZHANG et al., 1998b; LEE et al., 2000).

2.1.2.3. Weitere Chemokinrezeptoren
Zusétzlich zu den CXC- und den CC-Chemokinrezeptoren sind zwei weitere

Chemokinrezeptoren bekannt.
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2.1.2.3.1. CX3CR1

CX3CR1 vermittelt direkt die Zell-Zell-Adhdsion mit Zellen, die seinen
membranstidndigen Liganden Fraktalkin exprimieren (IMAI et al., 1997b). Dieser
Chemokinrezeptor findet sich auf NK-Zellen und T-Lymphozyten (IMAI et al.,
1997b; NANKI et al, 2002). Wihrend Entziindungsreaktionen wird die
Expression von CX3CR1 auf T-Lymphozyten gesteigert (NANKI et al., 2002).
CX3CRI1 kann von einigen X4-, R5- und X4/R5-HIV-Stdmmen als Korezeptor
fiir den Eintritt in die Zelle verwendet werden (MURPHY et al., 2000).

2.1.2.3.2. XCRI1

XCR1 wird auf B-Lymphozyten, aktivierten, antigen-spezifischen T-
Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten exprimiert (HUANG et al., 2001;
KURT et al., 2001). Seine einzigen Liganden sind Lymphotaktin-o und -, die
zusammen mit XCR1 eine entscheidene Rolle bei der Regression von Tumoren
spielen konnen. Das Tumorwachstum von Myelomzellen bei Médusen, die nach
Infektion iiber einen Vektor Lymphotaktin exprimierten, war deutlich verlangsamt
im Vergleich zu unveridnderten Myelomzellen (CAIRNS et al., 2001; HUANG et
al., 2002). Von entscheidender Bedeutung bei der Tumor-Regression war die
zellvermittelte Immunitit iiber CD4 -Th1-Zellen und CD8"-zytotoxische-T-Zellen
(HUANG et al., 2002). Bei der HIV-Infektion spielt XCR1 keine Rolle.

_f.‘,c'm'.
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Abb. 5: Verteilung der Chemokinrezeptoren auf Monozyten und auf

granulozytiren Leukozyten
(www.robert-koch-stiftung.de/bilder/06_abb_1.jpg)
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Abb. 6: Verteilung der Chemokinrezeptoren auf T-Lymphozyten in Abhédngigkeit
von threm Aktivierungszustand (www.robert-koch-stiftung.de/bilder/06_abb_2.jpg)

2.2. Korezeptoren fiir die HIV- und FIV-Infektion

HIV-Patienten sind in der Regel von mehr als einen Virus-Stamm infiziert. Bei
der Infektion mit HIV werden in fast allen Fillen Makrophagen-trope, nicht-
synzytienbildende Virusstimme iibertragen (DENG et al., 1996; DORANZ et al.,
1996; LEE et al., 1998; BERGER et al., 1999a). Diese HIV-Stimme nutzen
CCRS5 als Korezeptor. Die Infektion kann durch die natiirlichen Liganden
RANTES, MIP-1a und -B gehemmt werden (ALKHATIB et al., 1996; COCCHI
et al., 1996; ZHANG et al., 1997, GONG et al., 1998). Die R5-Stamme sind
pathogen und persistieren wéhrend der gesamten Infektion (CHOE et al., 1998D).
CCRS5 fungiert als Korezeptor bei der Infektion mit HIV-1, HIV-2 und SIV
(CHEN et al., 1998; ZHANG et al., 2000). KOVACS und Mitarbeiter (1999)
vermuten, dass CCRS bei der Infektion mit M-tropen FIV-Stdmmen eine Rolle
spielen konnte.

CXCR4 ist der Rezeptor fiir T-Zell-trope, synzytienbildende HIV-Stimme
(BERSON et al., 1996; FENG et al., 1996; HORI et al., 1998; ZHANG et al.,
1998a). Sie treten erst in den spéteren Stadien der HIV-Infektion auf (CHOE et
al.,, 1998b). Das Auftreten von X4-Stimmen ist mit deutlicher Reduktion der
CD4'-T-Helfer-Zellen, einer Inversion des CD4/CDS8-Quotienten und der
Progression zu AIDS verbunden (XIAO et al., 1998). Nach durchschnittlich fiinf
Jahren konnen bei ca. 50 % der HIV-Infizierten Virus-Stimme nachgewiesen

werden, die CXCR4 als Korezeptor verwenden (TRKOLA et al., 2002).
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Verschiedene HIV-1- und HIV-2-Isolate sind sogarin der Lage, CD4-unabhingig
nur iiber CXCR4 in die Zelle einzudringen (HOXIE et al., 1998; WILLETT et al.,
1998).

Fiir die Fusion mit der Wirtzelle benétigt FIV nur einen Rezeptor. Hiufig wird die
Infektion nur iber CXCR4 vermittelt (WILLETT et al., 1998; FREY et al., 2001).
Bis vor einiger Zeit ging man davorn aus, dass auch CD9 kann als Rezeptor
fungieren kann(WILLETT et al., 1997a). CD9 scheint jedoch nicht als Eintritts-
Rezeptor sondern in einem spiteren Stadium, beim Viruszusammenbau und der
Knospung des Virus eine Rolle zu spielen (DE PARSEVAL et al., 1997). Von
SIV wird CXCR4 nur selten verwendet (CHEN et al., 1998; MEISTER et al.,
2001), die Fusion kann aber bei SIV auch CD4-unabhéngig iliber die Bindung an
CXCR4 ablaufen (LIN et al., 2003).

Einige andere Chemokinrezeptoren kénnen, wie schon beschrieben, ebenfalls den
HIV-Eintritt in die Zelle vermitteln (KLASSE et al., 1997). Sie spielen eine
untergeordnete Rolle, werden jedoch von wenigen Virusstimmen exklusiv
verwendet (HOFFMAN et al., 1998). CCR2 nimmt unter diesen selten genutzten
Korezeptoren eine Sonderstellung ein, da die Progression zu AIDS durch eine

Mutation im ccr2-Gen verzogert werden kann (KOSTRIKIS et al., 1998).

2.2.1. Mutationen in Rezeptoren oder Liganden

Ein geringer Prozentsatz HIV-Infizierter bleibt liber lange Zeit symptomfrei und
zeigt keine Progression zu AIDS. Sie werden als ,,long-term non-progressors
(LTNP) bezeichnet (CAO et al., 1995; PANTALEO et al., 1996). Verglichen mit
HIV-Patienten, bei denen die Krankheit schnell fortschreitet, zeigen LTNP einen
geringeren Virus-Load, verstirkte HIV-spezifische zellvermittelte Immunitit und
hohere Titer virusneutralisierender Antikdrper (COHEN et al., 1997; PAROLI et
al., 2001). Genom-Untersuchungen zeigten, dass LNTP haufig Mutationen in den
Genen der Chemokinrezeptoren oder deren Liganden aufweisen (O'BRIEN und

MOORE, 2000).

2.2.1.1. CCRS5

Mutationen des Chemokinrezeptors CCRS spielen eine Rolle bei der Ubertragung
von HIV; sie konnen bei homozygoten Trigern zu einer hohen HIV-Resistenz
fiihren (WARD und WESTWICK, 1998). Menschen, eine ccrj-Gen-Mutation

aufweisen, zeigen keine Verdnderungen des Phanotyps im Vergleich zu
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Gesunden. Die Deletion von 32 bp im ccr5-Gen (CCR5432) fiihrt zur Produktion
eines verstiimmelten Proteins, das nicht auf der Zelloberfliche exprimiert wird.
Das Protein bleibt im endoplasmatischen Retikulum und wird dort abgebaut
(CAMMACK, 1999). Homozygote Triger dieser Mutation, die bei ca. 1 % der
weillen Bevolkerung auftritt (WARD und WESTWICK, 1998), zeigen einen
hohen Grad der Resistenz gegeniiber der HIV-Infektion. Heterozygote Trager, ca.
10 bis 20 % der Weilen (CAMMACK, 1999) exprimieren auf der Zelloberflache
eine sehr viel geringere Anzahl an CCR5 (VENKATESAN et al., 2002). Sie sind
resistenter gegen HIV im Vergleich zu Menschen ohne Genmutation und zeigen
eine Verzogerung der Progression zu AIDS (MARMOR et al., 2001). Bei Asiaten
und Afrikanern wird CCR5432 nur sehr selten gefunden. STEPHENS und
Mitarbeiter (1998) vermuten einen Ursprung dieser Mutation in Europa, da Tréiger
moglicherweise einen Selektionsvorteil wahrend einer der groBen Epidemien, wie
Pest oder Pocken, im Mittelalter hatten.

Eine sehr viel seltenere Mutation, CCR5-m303, fiihrt bei der Translation zum
Kettenabbruch an Position 303 des CCR5-Allels (VOEVODIN et al., 1999).
Dadurch entsteht ebenfalls ein nicht funktionsfahiges Rezeptorprotein, das sofort
wieder proteolytisch abgebaut wird. QUILLENT und Mitarbeiter (1998) konnten
zeigen, dass die Kombination der beiden Mutationen CCR5432 und CCR5-m303
im CCRS die Resistenz gegen die HIV-Infektion verstirkt.

Eine andere natiirliche Mutation von CCR5, CCR5-893, konnte bisher nur bei
Asiaten identifiziert werden. Hier kommt es, wie bei CCR5-m303, zu einem

frithen Abbruch der Translation und Abbau des Proteins (SHIODA et al., 2001).

2.2.1.2. Andere Rezeptoren

T-trope HIV-Stimme, die in der spéten Infektionsphase auftreten konnen, sind oft
in der Lage, zusétzlich zu CXCR4 auch CCR3 und CCR2 als Korezeptoren zu
verwenden (CAMMACK, 1999). Eine Mutation in CCR2, CCR2-641, die
hiufiger bei Afrikanern und Afro-Amerikanern als bei Weilen zu finden ist
(WILLIAMSON et al., 2000), hat bei HIV-Patienten einen Krankheits-
verzogernden Effekt (MUMMIDI et al., 1998).

Eine Mutation im cx3cr-Gen fiihrt bei homozygoten Trigern zur gesteigerten
Progression zu AIDS im Vergleich zu anderen HIV-Infizierten (FAURE et al.,
2000). Diese Mutation kann auch bei Versagen der antiviralen Therapie eine Rolle

spielen (BRUMME et al., 2003).
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2.2.1.3. SDF-1

ALVAREZ und Mitarbeiter (1999) wiesen bei HIV-infizierten homozygoten
Tragern einer Mutation in der nicht-translatierten 3’-Region des sdf-1-Gens,
SDF1-3’A, einen Aufschub des Fortschreitens zum AIDS-Stadium nach.
WINKLER und Mitarbeitern vermuten bei diesen Patienten einem zeitlich
verzogerten Wechsel von RS5- zu X4-Stammen. Wahrscheinlich wird diese
Verzogerung durch eine verstiarkte Expression und Sekretion von SDF-1 bedingt,
das die HIV-Bindung an CXCR4 hemmt (O'BRIEN und MOORE, 2000). Im
Gegensatz dazu vermuten KOVACS und Mitarbeiter (1999) vermuten aber, dass
CCRS5 bei der Infektion mit M-tropen FIV-Stdmmen eine Rolle spielen konnte.
BRAMBILLA und Mitarbeiter (2000), dass der homozygote SDF'[-3’A-Genotyp
mit einer beschleunigten Progression zu AIDS durch den vestirkten Verlust von

CD4"-Zellen verbunden ist.
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Abb. 7: Darstellung der drei Mutationen CCR5432, CCR2-641 und SDF'1-3’4 und
ihrer Folgen fiir die HIV-Infektion (www.hosppract.comvissues/1998/07/obrien.htm)

2.2.2. Hemmstoffe der Korezeptoren

Das Env-Glykoprotein gp120 ist fiir die Bindung an die Oberflichenrezeptoren
der Zelle verantwortlich (GALLO und LUSSO, 1997; UGOLINI et al., 1997).
Eine Reihe von Molekiilen sind in der Lage, die Fusion des HIV oder FIV mit der
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Wirtszelle durch selektive Blockade der Korezeptoren CCR5 und CXCR4 zu
hemmen (MOORE, 1997).

2.2.2.1. CCR5

Drei verschiedene Kategorien von Hemmstoffen der CCRS5-Rezeptorfunktion
konnen unterschieden werden, erstens monoklonale Antikorper (mAk), zweitens
Chemokine und deren Derivate, drittens Peptide und kleine Nicht-Peptidmolekiile
(DRAGIC, 2001). Die kleinen Nicht-Peptidmolekiile sind meist Antagonisten,
deren Bindung an CCRS keine Signaliibertragung induziert. Hemmstoffe des
CCRS spielen bei der Hemmung der HIV-Infektion eine wachsende Rolle. Eine
Wirksamkeit bei der Kontrolle der Infektion mit FIV wurde fiir CCRS-

Hemmstoffe bisher nicht nachgewiesen.

2.2.2.1.1. Monoklonale Antikérper

Monoklonale Antikorper gegen verschiedene Epitope der Rezeptors zeigen
unterschiedliche Wirkung auf die Bindung und Fusion von HIV. Gegen das
Amino-terminale Ende gerichtete mAk hemmen die Bindung von gpl120 an
CCRS5; die Fusion und der Viruseintritt von HIV-1 werden in vitro aber nur
schwach gehemmt (LEE et al., 1999; OLSON et al., 1999). Im Gegensatz dazu
hemmen mAk gegen die zweite extrazellulire Domédne von CCRS5 die Fusion und
den Viruseintritt deutlich, die Bindung jedoch kaum. Ein mAk gegen CCRS, PRO
140, bindet beispielsweise an ein Epitop auf CCRS, das mehrere extrazelluldre
Doménen umfasst (OLSON et al., 1999). Er hemmt den CCRS5-vermittelten
Eintritt verschiedener HIV-1-Stimme in vitro. Derzeit existieren keine in-vivo-
Daten iiber die Wirksamkeit von PRO 140.

Einige Menschen zeigen durch natiirliche CCR5-Antikorper eine immunologische
Resistenz gegen HIV. LOPALCO und Mitarbeiter (2000) wiesen bei sechs von 48
HIV-negativen = Menschen, die  HIV-infizierte  Sexualpartner  haben,
neutralisierende Antikdrper gegen CCRS nach.

Erfahrungen iiber eine mogliche Beeinflussung der FIV-Infektion durch mAk
gegen CCRS wurden bisher nicht gesammelt.

2.2.2.1.2. Chemokine und Chemokinderivate
Die Chemokine RANTES, MIP-la und B wirken an CCRS als Agonisten,
wiahrend ihre Derivate, z. B. AOP-RANTES, 9-68-RANTES, Met-RANTES,
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Antagonisten sind (AMARA et al., 1997). Sie hemmen den Viruseintritt von HIV
durch kompetetive Blockierung einer CCRS5-Bindungsstelle (Abb. §). Die
Chemokinderivate sind potenter als die Chemokine (MOSIER et al., 1999). Die
natiirlichen Chemokine kénnen zudem die HIV-Vermehrung durch Reduktion der
CCRS5-Dichte auf der Zelloberfliche und damit deren Verfiigbarkeit hemmen
(HOWARD et al., 1998a). Eine Hemmung von CCRS5 mit Chemokinderivaten
kann aber auch einen Wechsel der Rezeptorpriferenz provozieren, der zum
unerwiinschten Auftreten von X4-Stimmen mit einer héheren Virulenz fithren
kann (MOSIER et al., 1999).

Eine in-vivo-Priifung der Chemokinderivate gegen HIV wurde nicht durchgefiihrt.

Es liegen keine Daten tliber deren Einfluss auf die FIV-Infektion vor.

2.2.2.1.3. Niedermolekulare Nicht-Peptidmolekiile

Der erste untersuchte Nicht-Peptid-Antagonist gegen CCRS5 war TAK-779, ein
quartidres Ammoniumderivat (DE CLERCQ, 2000b) mit einem Molekulargewicht
von 531 D. TAK-779 bindet kompetetiv zu den natiirlichen Liganden an CCRS5
und CCR2 und hemmt spezifisch die Bindung von R5-Stimmen (BABA et al.,
1999; ZHANG et al., 2000). Dabei bilden die vier Transmembranhelices 1, 2, 3
und 7 von CCR5 eine Bindungstasche, an die TAK-779 andockt (PATERLINI,
2002) und so die Interaktion mit HIV-1 unterbindet (DRAGIC et al., 2000). Die
effektive Konzentration, bei der 50 % Replikationshemmung in vitro eintrat
(ECsp), wurde in zwei verschiedenen Zelllinien mit einem RS5-HIV-Stamm
getestet und lag im nanomolaren Bereich (SHIRAISHI et al., 2000). TAK-779
zeigte keine zytotoxische Wirkung, ist aber bei oraler Gabe schlecht bioverfiibar
(SCOZZAFAVA et al., 2002). Ein neues Derivat von TAK-779, TAK-220, ist bei
Ratten oral bioverfiigbar und hemmt die RANTES-Bindung an CCRS in
nanomolaren Konzentrationen (IIZAWA et al., 2003).

SCH-C (SCH 351125, Schering-Plough), ein Oxim-Piperidin, hemmt selektiv den
Viruseintritt iiber den CCR5-Rezeptor (TREMBLAY et al., 2002). SCH-C ist ein
CCRS5-Antagonist, dessen Bindung weder zur Signaliibertragung noch zur
Herunterregulierung von CCRS fiihrt (STRIZKI et al., 2001). [In-vitro-
Untersuchungen von STRIZKI und Mitarbeitern (2001) zeigten, dass es die HIV-
Replikation schon in niedrigen effektiven Konzentrationen hemmt. SCH-C zeigt
eine gute orale Bioverfiigbarkeit und eine relativ lange Halbwertszeit von fiinf bis

sechs Stunden. Im April 2001 wurde die Phase-II-Studie mit SCH-C eingestellt,
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da die Einnahme in hohen Dosierungen zu einer Verlingerung der QT-Strecke
und selten zu Herzrhythmusstdorungen fiihrte, die jedoch keine klinischen
Symptome hervorriefen (ESTE, 2002). Die Nachfolgesubstanz SCH-350634 soll
eine bessere Wirksamkeit und weniger Nebenwirkungen haben (ESTE, 2002).

Ein  weiterer  niedermolekularer =~ Nicht-Peptid-Antagonist  ist  das
Spirodiketopiperazin E913. Es hemmt in vitro die Replikation von priméren und

laboradaptierten R5-HIV-Stimmen sehr effektiv (MAEDA et al., 2001).

2.2.2.2. CXCR4

Hemmstoffe der Korezeptor-Funktion von CXCR4 werden in wie die CCRS-
Inhibitoren in monoklonale Antikorper, Chemokine und Chemokinderivate und
niedermolekulare Peptide und Nicht-Peptide eingeteilt. Der hohe Grad der
Homologie von 94,9 % der Aminosduresequenz zwischen felinem und humanem
CXCR4 (WILLETT et al., 1997b), hat zur Folge, dass die meisten CXCR4-
Inhibitoren auch den felinen CXCR4 hemmen (RICHARDSON et al., 1999).

2.2.2.2.1. Monoklonale Antikérper

Wihrend fiir die Bindung von SDF-1 das Amino-termiale Ende und die dritte
extrazellulire Domine von CXCR4 von entscheidender Bedeutung sind, ist die
Korezeptor-Aktivitit von Regionen in der zweiten extrazelluliren Doméne
abhingig (BRELOT et al., 1997; BRELOT et al., 1999; DORANZ et al., 1999;
BRELOT et al., 2000). Mehrere mAk wurden entwickelt, die selektiv an CXCR4
binden. 12G5, ein mAk gegen CXCR4 (ENDRES et al., 1996) hemmt die HIV-
Replikation in vitro in Abhdngigkeit von Zelltyp und Virusstamm. Nicht alle X4-
Stimme werden blockiert (MCKNIGHT et al., 1997).

Durch die mAk A145 und A120, die an das Amino-terminale CXCR4-Ende bzw.
an Epitope der ersten und zweiten extrazelluliren Doméne binden, kann die
CXCR4-Korezeptor-Funktion gehemmt werden (TANAKA et al., 2001). Im
Gegensatz dazu fiihrt A80, ein Antikorper gegen die dritte extrazelluldre Doméne
von CXCR4, zu einer Verstirkung der Infektion mit X4- und R5-Stimmen und
induzierte die Bildung von Synzytien (TANAKA et al., 2001).

In der Kontrolle und Therapie der FIV-Infektion spielen gegen CXCR4 gerichtete
mAk keine Rolle.
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2.2.2.2.2. Chemokine und Chemokinderivate

SDF-1 blockiert die Infektion mit T-tropen HIV-Stimmen (BLEUL et al., 1996;
OBERLIN et al., 1996), indem es die Interaktion zwischen CXCR4 und gp120
verhindert und die Endozytose auf der Zelloberfliche befindlicher CXCR4-
Molekiile induziert (AMARA et al., 1997) (Abb. 8). SDF-1-Derivate blockieren
ebenfalls die HIV-Infektion, sind aber meist zusétzlich Agonisten an CXCR4
(TUDAN et al.,, 2002). Da die Blockade der CXCR4/SDF-1-Interaktion mit
schweren gesundheitlichen Schiden verbunden sein kann (ZOU et al., 1998), sind
zur Hemmung der Korezeptor-Aktivitit Substanzen notwendig, die die SDF-1-
induzierte Signaliibertragung nicht blockieren oder aktivieren (HEVEKER et al.,
1998).

HEVEKER und Mitarbeiter (1998) entwickelten verschiedene, aus der Sequenz
von SDF-1 abgeleitete kleine Peptide und testeten diese auf ihre antiviralen
Eigenschaften und ihre Féhigkeit zur Signaliibertragung. Ein zehn Aminoséuren
langes Peptid, das den Aminosduren 5 bis 14 des SDF-1 entspricht, zeigte die
deutlichste Hemmung des HIV-Eintritts, ohne eine Signaliibertragung zu
induzieren (HEVEKER et al., 2001).

Intrakine, modifizierte Formen von SDF-1, binden CXCR4 intrazellular im
endoplasmatischen Retikulum und unterbinden dadurch die Expression von
CXCR4 auf der Zelloberflache (CHEN et al., 1997). Zellen, die das Intrakin SDF-
KDEL exprimieren, sind in vitro resistent gegen die HIV-Infektion mit T-tropen
Stimmen (ENGEL et al., 2000). Zusitzlich blockiert dieses Intrakin als
sezerniertes Molekiil vorhandene CXCR4 auf anderen Zellen (ENGEL et al.,
2000). Bisher wurde die Wirksamkeit in-vivo nicht liberpriift. Studien tiber den
Einsatz bei der FIV-Infektion sind nicht bekannt.

2.2.2.2.3. Kleine Peptide und Nicht-Peptidmolekiile

Einige niedermolekulare Peptide und Nicht-Peptidmolekiile konnen selektiv den
Chemokinrezeptor und/oder die Korezeptor-Aktivitit von CXCR4 blockieren.
Dabei interagieren sie an CXCR4 als Antagonisten oder Agonisten.

Das synthetische Peptid T22 ist ein 18 Aminosduren langes Polyphemusin. Es
hemmt durch Anheftung an CXCR4 dessen Korezeptor-Aktivitit fiir X4-Stdmme
(MURAKAMI et al., 1997), zeigt jedoch keinen Einfluss auf R5-Stdmme. T22
wirkt es als Antagonist und blockiert in vitro effektiv und konzentrationsabhingig

die Bindung von SDF-1 und anti-CXCR4-mAk (MURAKAMI et al., 1999).
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Verwandte, verkiirzte synthetische Peptide, T134, T140 und TC14012, zeigten in
vitro noch eine deutlich hdhere anti-HIV-Potenz und geringere Zytotoxizitét
(TAMAMURA et al., 1998; XU et al., 1999). Studien von TAMAMURA und
Mitarbeitern (2000) zufolge korreliert bei T22 und seinen Derivaten die Anzahl
positiv geladener Aminosiuren mit der anti-HIV-Aktivitét.

ALX40-4C, ein Polyarginin, das aus neun Argininmolekiilen besteht (CABRERA
et al., 2000), war der erste Korezeptor-Inhibitor, der in klinischen Studien bei
HIV-Infizierten eingesetzt wurde (O'BRIEN et al., 1996). Es interferiert mit der
Bindung von SDF-1 und 12G5 an CXCR4. DORANZ und Mitarbeiter (1997)
konnten fiir ALX40-4C eine Hemmung T-troper HIV-Stimme in vitro
nachweisen. ALX40-4C ist ein schwacher partieller Agonist an CXCR4, durch
dessen Interaktion mit CXCR4 sich die intrazelluldre Kalziumkonzentration
geringgradig erhoht (ZHANG et al., 2002).

Das Peptoid CGP64222 wurde urspriinglich als Tat-Hemmstoff entwickelt. Es
hilt das intergrierte Provirus im latenten Stadium, indem es mit der Tat-TAR-
Komplexbildung interferiert und die LTR-regulierte Genexpression von HIV-1
hemmt (HAMY et al., 1997, DAELEMANS et al., 1999). Im Jahr 1999 wurde
gezeigt, dass CGP64222 die Replikation vieler HIV-1 und -2-Stimme auch durch
selektive Bindung an den Chemokinrezeptor CXCR4 unterdriickt (DE CLERCQ,
1999). CGP64222 wirkt als Antagonist und blockiert den SDF-1-induzierten
Kalziumeinstrom in die Zelle, hat aber keine Wirkung auf den RANTES-
vermittelten Kalziumeinstrom (DAELEMANS et al., 2000). CGP64222 hemmt
die Replikation verschiedener HIV-Stimme in vitro effektiv (DAELEMANS et
al., 2000) und ist wenig zytotoxisch. CGP64222 bindet an die zweite
extrazellulire Doméne von CXCR4 (LABROSSE et al., 1998).

NSC 651016, ein Distamycin-Analog, blockiert ebenfalls den Eintritt von HIV
durch Besetzen der Rezeptorbindungsstellen und Reduktion der Rezeptordichte
auf der Zelloberfliche (HOWARD et al., 1998a). Es ist jedoch nicht CXCR4-
spezifisch, sondern hemmt auch die HIV-Infektion iiber die Chemokinrezeptoren

CCRS, CCR3 und CCR1 (HOWARD et al., 1998b).
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Abb. 8: Bindung von M-tropen und T-tropen HIV-Stimmen an die Wirtszelle und
Hemmung des Virusanheftung an CCRS durch RANTES, MIP-1a und B und an
CXCR4 durch SDF-1

Der Prototyp der Bizyklame AMD3100 (1,1’-[1,4-phenylen-bis(methylen)]bis-
1,4,8,11-tetraazazyklotetradekan, MG 830 D) ist ein symmetrisches Molekiil,
dessen beide Zyklam-Ringe {iber einen aromatischen Phenylring verbunden sind
(DONZELLA et al., 1998; BRIDGER et al., 1999; GERLACH et al., 2001) (Abb.
9). Es ist ein potenter und selektiver Hemmstoff des Chemokinrezeptors CXCR4
(SCHOLS et al., 1997a; DE CLERCQ, 1999; FUIJII et al., 2003). AMD3100
unterbindet in vitro die CXCR4-abhéngige Infektion von HIV (SCHOLS et al.,
1997a; DONZELLA et al., 1998; SCHOLS, 1999; DE CLERCQ, 2000a; DE
CLERCAQ et al., 2001) und FIV (EGBERINK et al., 1999; RICHARDSON et al.,
1999; NAKAGAKI et al., 2001). Fiir die Interaktion von AMD3100 mit CXCR4
sind zwei Aminosduren, Aspartat 171 und 262 in den Rezeptor-
Transmembrandominen 4 bzw. 6, von entscheidender Bedeutung (GERLACH et
al., 2001). Mutationen oder Ersatz dieser beiden Aminosduren filihrte zur
Resistenz gegeniiber dem Bizyklam und zur Verminderung der Korezeptor-
Aktivitdit (LABROSSE et al., 1998; HATSE et al., 2001; ZHANG et al., 2002).

AMD3100 bewirkt eine kompetetive Hemmung der 12G5- und SDF-1-Bindung
an CXCR4 und hemmt die SDF-1-induzierte Signaliibertragung und Rezeptor-

Endozytose (DONZELLA et al., 1998; KLASSE et al., 1999; GERLACH et al.,
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2001; PRINCEN et al., 2003). Der Kalziumeinstrom an den Chemokinrezeptoren
CXCRI1 bis CXCR3 und CCR1 bis CCR9 wird durch AMD3100 nicht gehemmt,
wihrend es den CXCR4-vermittelten Kalziumeinstrom und Chemotaxis
konzentrationsabhédngig unterdriickt (HATSE et al., 2002).

DE QLERCQ und Mitarbeiter (1994) zeigten eine Hemmung der HIV-Replikation
und der Synzytienbildung in vitro bei einer ECsy von 0,01 bis 0,07 pg/ml. Die
CCsy lag bei > 500ug/ml lag. Der SDF-1-vermittelte Kalziumeinstrom wurde
durch AMD3100-Konzentrationen zwischen 0,01 nM und 0,1 nM unterdriickt
(DONZELLA et al., 1998). AMD3100 selbst bewirkt keine Signaliibertragung
oder Chemotaxis (VAN OS et al., 2000). Untersuchungen von ZHANG und
Mitarbeitern (2002) zufolge scheint es in vitro jedoch in Konzentrationen > 100
nM eine Kalziummobilisierung zu induzieren.

AMD3100 ist in vitro wirksam gegen T-trope HIV-1- und HIV-2-
Stamme(SCHOLS et al., 1997b) und gegen FIV (RICHARDSON et al., 1999).
Eine Studie von DATEMA und Mitarbeitern (1996) an HIV-infizierten Mausen
(SCID Maus) zeigte eine statistisch signifikante Reduktion des Virus-Loads T-
troper und dual-troper Viren nach parenteraler AMD3100-Gabe in Dosierungen
von > Img/kg.

Bei Ratten wurde die geringe orale Bioverfiigbarkeit (0,5 bis 9,6%) nachgewiesen
(AnorMED, Toxikologische Daten). Toxikologische Untersuchungen der Firma
AnorMED ergaben, dass bei Ratten und Hunden eine Dosis von 250 bzw.
600ung/kg AMD3100 pro Tag keine Nebenwirkungen hervorrief. HENDRIX und
Mitarbeiter (2000) fiihrten eine klinische Phase-I-Studie durch, in der zwolf
gesunden, freiwilligen Testpersonen AMD3100 entweder intravends oder
subkutan verabreicht wurde. AMD3100 wurde von allen Testpersonen gut
vertragen. Es traten nur geringgradige und reversible Nebenwirkungen in Form
von Kopfschmerzen, trockenem Mund, Flatulenz, Durchfall und Krimpfen,
jedoch keine kardialen Nebenwirkungen auf. Labordiagnostisch verursachte
AMD3100 iiber 24 Stunden eine Erhohung der Gesamtleukozytenzahl bis zu 3-
fach liber dem Ausgangswert, mit einem Maximum nach sechs Stunden. Einige
Testpersonen zeigten im Urin eine erhdhte Kalziumausscheidung, bei jeweils
einer Person wurde im Serum eine Erhdhung der Laktat-Dehydrogenase bzw. des
Magnesiumwertes um 13 % gemessen (HENDRIX et al., 2000).

Zunichst zeigte AMD3100 in klinischen Phase Ib/Ila-Studien eine gute
Wirksamkeit. Die weitere Entwicklung als HIV-Medikament wurde jedoch am 25.
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Mai 2001 beendet, da es im Zusammenhang mit der intravendsen Gabe von
AMD3100 tiber zehn Tage zu Herzrhythmusstorungen gekommen war. Auch die
antivirale Aktivitdt erschien unzureichend (AnorMED, Produktinformation 2003).
Im November 2001 wurde nachgewiesen, dass AMD3100 Stammzellen aus dem
Knochenmark mobilisiert. Dadurch koénnte die Ausbeute an Stammzellen im
peripheren Blut vor deren Transplantation erhoht werden (AnorMED,
Produktinformation 2003). Derzeit befindet es sich in klinischen Phase-II-Studien
bei Tumorpatienten.

Ein neues, oral ausreichend bioverfiigbares Bizyklam, das AMDO070, erwies sich
in vitro als selektiver und potenter CXCR4-Antagonist, der die Virus-Replikation
einiger X4-HIV-1 und -HIV-2-Stimme, jedoch nicht der R5-Stamme, hemmt
(SCHOLS et al., 2003). AMDO070 soll 2003 in klinischen Phase-I-Studien getestet
werden (SCHOLS et al., 2003).

™ '
90, S
L_J AMD3100

Abb. 9: Struktur von AMD 3100
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I11. Eigene Untersuchungen

1. Material

1.1. Tiere

Katzenseren wurden mittels ELISA (PetCheck® Anti-FIV, IDEXX, Portland,
Maine, USA) auf das Vorhandensein von Antikdrpern gegen FIV untersucht. Die
Serumproben stammten von Patienten der I. Medizinischen Tierklinik und der
Chirurgischen Tierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen und von
Tierdrzten aus ganz Deutschland, iiberwiegend aus dem siiddeutschen Raum. Fiinf
Proben stammten aus Rom. Zur Untersuchung kamen sowohl Seren von Katzen,
die Krankheitssymptome aufwiesen, als auch von Tieren, die im Rahmen einer

Routineuntersuchung oder zur Impfung beim Tierarzt vorgestellt wurden.

1.1.1. Einschlusskriterien

An der Therapiestudie nahmen 40 natiirlich FIV-infizierte Katzen teil. Von den 83
Katzen, die zwischen Januar 1998 und Mai 2000 als FIV-infiziert identifiziert
wurden, waren nicht alle fiir die vorliegende Studie geeignet. Es wurden nur Tiere
in die Studie aufgenommen, die klinisch eine Stomatitis zeigten und bei denen die
FIV-DNA in der TagMan-Polymerasekettenreaktion (PCR) messbar war.
Ausgeschlossen wurden Tiere, deren Besitzer einer Therapie nicht zustimmten

und Katzen, die aufgrund ihrer Aggressivitit ungeeignet waren (Tab.1).

Tab. 1: Einschlusskriterien fiir die Therapiestudie

Studienteilnehmer
FIV-ELISA positiv
Stomatitis vorhanden
Aggressivitit freundlich bis umgénglich
real-time DNA-PCR quantifizierbar
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1.1.2. Signalement

34 Tiere stammten aus verschiedenen deutschen Regionen (Bayern, Baden-
Wiirttemberg, Bremen, Berlin, Nordrhein-Westfalen, Niedersachsen, Rheinland-
Pfalz). Eine Katze stammte urspriinglich aus Irland, eine von Teneriffa, zwei aus
Stidfrankreich und zwei aus Rom. Alle Tiere hatten voriibergehend die
Moglichkeit zu freiem Auslauf. Zum Zeitpunkt der Studie waren 25 Tiere
ehemalige Freildufer, die ab dem Zeitpunkt der Diagnose nur noch in der
Wohnung (Wohnungskatze, WK) gehalten wurden, 15 Tieren wurde weiterhin
Freilauf gewiéhrt (Freildufer, FK). 18 Katzen lebten in Einzelhaltung (EH), 16 in
Bestdnden mit bis zu vier Katzen (KG) und sechs in groBeren Gruppen (GG).
Katzen, die urspriinglich aus Tierheimen stammten, wurden nach Ende der
Therapie vermittelt. Von den 40 Studienteilnehmern waren 36 (90 %) européische
Kurzhaarkatzen (EKH) und vier europédische Langhaarkatzen—Mischlinge (LH-
Mix).

Nur von 11 Katzen war das Geburtsdatum bekannt, das Alter der anderen war bei
der ersten Vorstellung bei einem Tierarzt geschitzt worden. Das
Durchschnittsalter der Patienten betrug 6,4 Jahre und lag zwischen 11 Monaten
und 11,5 Jahren. Bei den Katzen handelte es sich um 28 Kater (70 %, mk) und 12
weibliche Katzen (30 %, wk). Alle Tiere waren zu Beginn der Studie kastriert

(Tab.2 bis Tab.5).

Tab.2: Eigenschaften der Studienteilnehmer in der Placebogruppe

Katze Herkunft Alter | Geschlecht | Rasse | Haltung | Freilauf
Maéusebar Bayern 5,5 mk EKH KG ja
Floh Miinchen 5,1 mk EKH KG nein
Minou Bremen 11,6 mk EKH EH nein
Silver Miinchen 10,3 mk EKH GG nein
Piagnona Rom 8,0 wk EKH GG ja
Dennis | Nordrhein-W. | 1,0 mk EKH KG ja
Willi Bayern 10,8 mk EKH KG ja
Immi Miinchen 6,3 wk EKH GG nein
Karl Miinchen 6,7 mk EKH EH nein
Mikesch Miinchen 5,0 mk EKH EH nein
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Tab.3: Eigenschaften der Studienteilnehmer in der AMD-Gruppe
Katze Herkunft Alter | Geschlecht | Rasse | Haltung | Freilauf
Nikodemus Trier 4,5 mk LH-M. EH ja
Pico Miinchen 43 mk EKH EH nein
Whisky Berlin 7,5 wk EKH EH ja
Queeny Irland 1,5 wk EKH KG nein
Imelda Miinchen 5,5 wk EKH GG nein
D’Artagnan | Niedersachsen | 1,4 mk LH-M. KG ja
Mauser Bayern 6,5 mk EKH KG ja
Gipsy Bayern 3,0 wk EKH EH nein
Lupus Niirnberg 9,0 mk LH-M. EH nein
Pidi Teneriffa 5,1 mk EKH EH nein
Tab.4: Eigenschaften der Studienteilnehmer in der PMEA-Gruppe
Katze Herkunft Alter | Geschlecht | Rasse | Haltung | Freilauf
Kassandra Bayern 2,5 wk EKH KG ja
Nicki Freising 9,9 mk EKH EH nein
Pucky Frankreich 4,0 mk EKH EH nein
Franze Miinchen 9,1 mk EKH KG ja
lozzo Rom 7,8 mk EKH GG ja
Henry Miinchen 10,9 mk EKH KG nein
Jakob Miinchen 8,0 mk EKH KG nein
Cidi Bayern 8,9 wk EKH EH nein
Camille Frankreich 6,0 mk EKH KG nein
Sarah Bayern 2,5 wk EKH EH ja
Tab.5: Eigenschaften der Studienteilnehmer in der PMEA/AMD-Gruppe
Katze Herkunft Alter | Geschlecht | Rasse | Haltung | Freilauf
Hank Miinchen 10,0 mk EKH KG nein
Mikesch Bayern 4,0 mk EKH EH nein
Speedy Stuttgart 3.4 wk EKH EH nein
Tiger Bayern 10,6 mk EKH KG ja
Franz-H.. Miinchen 8,5 mk EKH EH ja
Olga Bayern 8,5 wk EKH EH nein
Leo Bayern 11,0 mk EKH KG nein
Augi Bayern 11,0 mk EKH GG nein
Ellie Bayern 0,9 wk EKH EH nein
Odin Niedersachsen | 2,0 mk LH-M. KG ja
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1.2. Medikamente

1.2.1. PMEA

Das azyklische Nukleosidphosphonat (R)-9-(2-Phosphonylmethoxyethyl)-adenin
(PMEA) wird in hohen intrazelluliren Konzentrationen durch das zellulédre
Enzym Adenosinphosphat-Kinase phosphoryliert. Dabei entsteht in zwei Schritten
PMEApp, das Diphosphat des PMEA, das von der Reversen Transkriptase
anstelle eines Adenosintriphosphats in die neu gebildete DNA eingebaut wird.
Der FEinbau fiihrt zum  Kettenabbruch. PMEA und  verwandte
Nukleosidphosphonate sind in vivo gegen ein breites Spektrum von Retroviren, z.
B. HIV und FIV, wirksam (BALZARINI und DE CLERCQ, 1991; BALZARINI
et al., 1991; HARTMANN et al., 1994). In-vivo-Studien zeigten bei FIV-
infizierten Katzen Nebenwirkungen in Form von Andmie und Leukozytopenie
(HOOVER et al., 1991; DONATH, 1992; HOOVER et al., 1992).

Das Medikament wurde von der Firma Gilead Sciences, Foster City, CA, USA,
zur Verfiigung gestellt. Es wurde im Institut von Prof. Dr. Balzarini (Rega
Institute, Katholiecke Universiteit Leuven, Belgien) in phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS) in einer Konzentration von 10 mg/ml gelost und steril abgefiillt.
Von der gelosten Substanz wurden zweimal wochentlich 10 mg/kg KM subkutan
appliziert. Die Wahl der Dosierung erfolgte aufgrund der Pharmakokinetik-
Studien von EGBERINK und Mitarbeitern (1990a) und NAESENS (1993), das
Applikationsintervall wurde nach Studienergebnissen von BALZARINI und
Mitarbeitern (1990) und NAESENS und Mitarbeitern (1991) festgelegt.

1.2.2. AMD3100

Bizyklame sind dimere Nicht-Peptide mit einem niedrigem Molekulargewicht, die
selektiv den Chemokin-Rezeptor CXCR4 blockieren und dadurch den Eintritt von
HIV und FIV in die Wirtszelle verhindern (DONZELLA et al., 1998; EGBERINK
et al., 1999). Das 1,1’-[1,4-Phenylen-bis(Methylen)]-bis(1,4,8,11-Tetraazazyklo-
tetradekan)-Oktachlorid-Dihydrat (AMD3100) ist der Prototyp der Bizyklame.
Die Substanz wurde von Prof. G. Henson (AnorMED, Langley, British
Columbia, Kanada) zur Verfiigung gestellt und im Institut von Prof. Dr. J.
Balzarini in PBS in einer Konzentration von 0,5 mg/ml geldst und steril abgefiillt.

Die verwendete Dosierung von 0,5 mg/kg KG wurde zweimal tdglich im Abstand
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von 12 Stunden subkutan appliziert. Dosierung und Applikationsintervall wurden
nach Pharmakokinetik- und Toxizitdtstudien (siche Literaturiibersicht 2.3.1.3.1.
AMD3100), die im Labor der Firma AnorMED durchgefiihrt worden waren,
sowie nach den Ergebnissen der Voruntersuchungen (siehe 2.1. Voruntersuchung)

festgelegt.

1.2.3. Placebo

Als Placebo diente steriles PBS, das auch als Losungsmittel fiir PMEA und AMD
3100 verwendet worden war. Die Vorbereitung und Kodierung der Medikamente
erfolgte im Institut von Prof. Dr. Balzarini. Alle Medikamente waren in 50 ml
oder 100 ml Durchstechflaschen steril abgefiillt und die Flaschen mit roten und

blauen Zahlen markiert.

2. Methoden

2.1. Voruntersuchung

Das Bizyklam AMD3100 blockiert die Bindung von SDF-1 an den Chemokin-
Rezeptor CXCR4. SCHOLS und Mitarbeiter wiesen 1997 durch Messung des
Kalziumeinstroms in die Zelle nach, dass die Bindung von AMD3100 die
Signaliibertragung an CXCR4 vollstindig hemmt. Im Zuge der Toxizitétsstudien
im Labor der Firma AnorMED konnte keine Verdnderung des Serumkalziums
nachgewiesen werden, jedoch wurde bei Hunden eine geringgradige Abnahme des
Magnesiumwerts im Serum festgestellt (Henson, G. personliche Mitteilung).

Eine Studie an Mé&usen zeigte, dass Tiere, denen CXCR4 oder SDF-1 fehlt,
gravierende kardiale Defekte entwickeln und nicht lebensfdhig sind (ZOU et al.,
1998). Aufgrund dieser Beobachtungen wurde vor Beginn der Therapiestudie der
Einfluss von AMD3100 auf die Herzaktion und die Serumwerte von Kalzium und
Magnesium untersucht. Zusétzlich wurde vor Applikation und nach 24 Stunden
ein Blutbild mit Differentialblutbild erstellt (siche 2.2.3.2.1.) und eine klinisch-
chemische Serumuntersuchung (siehe 2.2.3.2.2.) durchgefiihrt.
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2.1.1. Durchfiihrung

Zwei FIV-infizierten Katzen, die keine klinische Symptome aufwiesen, wurde
AMD3100 entweder subkutan oder intravends injiziert. Es wurden mit jedem Tier
zwei Untersuchungen im Abstand von 5 Tagen durchgefiihrt, wobei Katze 1 je 0,5

mg/kg und Katze 2 je 1 mg/kg verabreicht wurde (Tab. 6).

Tab. 6: Medikamentengabe bei der Voruntersuchung

Tag Katze 1 Katze 2
1 0,5 mg/kg subkutan 1 mg/kg subkutan
6 0,5 mg/kg intravenos 1 mg/kg intravends

2.1.2. Untersuchungen

Zur Kontrolle der Serumwerte von Kalzium und Magnesium wurde den Katzen
vor Verabreichung des AMD3100 und dann nach 5, 15, 30, 60 und 120 Minuten
sowie nach 6, 12 und 24 Stunden Blut (Beschreibung siche 2.4.2.1.) aus der Vena
saphena medialis entnommen. Die Serumgewinnung und die Messung von
Kalzium und Magnesium erfolgte wie in Kapitel 2.2.3.2.2. beschrieben.

Die elektrische Aktivitdt des Herzens wurde mittels der EKG-Messung (EKG-
Gerit Typ Cardiovit AT-10, Firma Schiller, Baar, Schweiz) kontrolliert. Fiir die
Ableitung an den Extremititen wurde die bipolare Standardableitung nach
EINTHOVEN gewihlt, die sich fiir die Untersuchung von Verdanderungen der P-
QRS-T-Ausschldge und fiir die Diagnostik von Arrhythmien am besten eignet
(TILLEY, 1997). Die Katzen befanden sich in rechter Seitenlage, die drei
Ableitungselektroden wurden an den beiden VordergliedmaBen und der linken
HintergliedmaBe befestigt. Uber die Elektrode an der rechten Hintergliedmafe
wurde der Patient geerdet. Die Messung erfolgte in den ersten beiden Stunden als
Dauer-EKG, das vom Untersucher am Bildschirm verfolgt wurde. Vor
Medikamentengabe und nach 30, 60 und 120 Minuten wurde das EKG {iber eine
Minute aufgezeichnet. Die weitere EKG-Aufzeichnung wurde jeweils iiber 1

Minute vor den Blutabnahmen nach 6, 12 und 24 Stunden durchgefiihrt (Tab. 7).
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Tab. 7: Bestimmung der Kontrollparameter

Parameter Kontrollzeitpunkt

0, 5, 15, 30, 60, 120 Minuten
Kalzium und Magnesium im Serum
6, 12, 24 Stunden

0, 30, 60, 120 Minuten
EKG-Messung
6, 12, 24 Stunden

Blutbild und klinisch-chemische
0, 24 Stunden
Laboruntersuchung

2.2. Therapiestudie

2.2.1. Auswabhl der Katzen

In die vorliegende Studie wurden nur natiirlich FIV-infizierte Katzen
aufgenommen. Um moglichst viele Katzen auf das Vorliegen einer FIV-Infektion
zu testen, wurde ein Testsystem verwendet, das geeignet ist, grole Probenzahlen
einfach und mit geringem Zeitaufwand zu bearbeiten. Daher wurde der ELISA
PetCheck® Anti-FIV der Firma IDEXX, Portland, Maine, USA, eingesetzt. Der
Test arbeitet nach dem ELISA-Prinzip und weist Antikorper nach, die gegen das
Kapsidprotein p24 des FIV gerichtet sind.

Eventuell im Katzenserum vorhandene Antikdrper banden an FIV-p24-Antigen,
das fest an die Winde der ELISA-Reaktionsgefdfle gebunden war. AnschlieBend
wurde mit Meerrettichperoxidase konjugiertes FIV-Antigen zugegeben, das an die
fixierten Anti-p24-Antikorper band. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten
wurden ungebundenes Konjugat und unspezifische Antikorper ausgewaschen. Zur
Vermeidung falsch-positiver Ergebnisse wurde fiinf mal gespiilt. Durch Zusetzen
des hydrolysierbaren Substrats Tetramethylbenzidinperoxid wurde eine
Farbreaktion ausgelost. Ein positives Ergebnis wurde durch eine, der
AntikOrperkonzentration  proportionalen, tiirkisblaue = Férbung angezeigt.
Serumproben, die positiv reagierten, wurden in drei voneinander unabhingigen

ELISA bestétigt.
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Von allen positiv-getesteten Katzen wurde eine real-time-PCR mittels TagMan-
Verfahren durchgefiihrt. (Beschreibung siehe 2.4.4.2.). Nur Katzen, bei denen
Virus-DNA mittels TagMan-PCR nachgewiesen werden konnte, wurden in die

Studie aufgenommen.

2.2.2. Aufbau der Studie

40 natiirlich FIV-infizierte Katzen wurden {iber einen Zeitraum von sechs Wochen
mit PMEA, AMD3100 und/oder Placebo behandelt. Die Durchfiihrung als
placebokontrollierte Doppelblindstudie ermoglichte eine objektive Beurteilung
der klinischen Parameter. Weder dem Tierbesitzer noch dem Untersucher oder
einer anderen Person, die mit den Patienten oder den untersuchten Proben Kontakt
hatte, war bis zum vollstindigen Vorliegen aller Daten die Zugehorigkeit zu den
Medikamentengruppen bekannt. Eine Ausnahme bildete Dr. H. Egberink, der die
Gruppenzugehorigkeit der Katzen kannte und nur die Blutproben der Tiere
untersuchte, die AMD3100 erhielten. Die Zuweisung der Katzen zu den einzelnen
Gruppen, sowie die Kodierung der Medikamente wurde im Rega Institut
(Katholieke Universiteit Leuven, Belgien) unter Leitung von Prof. Dr. J. Balzarini
vorgenommen. Die Dekodierung erfolgte erst nach Abschlufl der Studie und
Auswertung aller Parameter.

Es wurden vier Gruppen gebildet, die aus je zehn Tieren bestanden. Die Patienten
wurden chronologisch nummeriert und bekamen randomisiert eines der mit
Zahlen gekennzeichneten Medikamentenpaare zugewiesen. Die Tiere erhielten die
threm Korpergewicht entsprechende Medikamentenmenge appliziert. Da die
Zuordnung zu einer Medikamentengruppe zufillig erfolgte, waren die Katzen in
den vier Gruppen in Bezug auf ihren Krankheitsstatus sehr heterogen. Bei der
Applikation war der durchfiihrenden Person nicht bekannt, ob Wirkstoff oder
Placebo injiziert wurde. Gruppe 1 erhielt nur Placebo-Injektionen, Gruppe 2
AMD3100 und Placebo, Gruppe 3 Placebo und PMEA und Gruppe 4 AMD3100
und PMEA. Uber den Therapiezeitraum von sechs Wochen erhielt jedes Tier
zweimal tdglich sein Medikament aus der Flasche mit der blauen Zahl und
zweimal pro Woche, jeweils am Montag und am Donnerstag sein Medikament aus
der Flasche mit der roten Zahl. Die Prdparate wurden subkutan an der seitlichen
Brustwand injiziert. Beide Medikamente lagen in klarer, wiBriger Losung vor.

Die Konzentration war so gewihlt, dass jeweils 1 ml pro kg KM verabreicht
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werden sollte (Tab. 8). Dadurch wurde sichergestellt, dass die Zugehdrigkeit zu

den einzelnen Gruppen nicht erkennbar war.

Tab. 8: Einteilung der Katzen in die vier Gruppen

Gruppe blau beschriftete Flasche rot beschriftete Flasche
1 Placebo Placebo
2 AMD3100 0,5 mg/kgq 12 h Placebo
3 Placebo PMEA 10 mg/kg 2 x pro Woche
4 AMD3100 0,5 mg/kg q 12 h PMEA 10 mg/kg 2 x pro Woche

2.2.3. Parameter zur Beurteilung der Wirksamkeit

Zur Beurteilung der Wirksamkeit und des Therapieerfolges, sowie eventuell
auftretender  Nebenwirkungen der Medikamente, wurden  klinische,
labordiagnostische, immunologische und virologische Parameter bestimmt.

Zudem wurde eine mogliche Resistenzentwicklung in vitro untersucht.

2.2.3.1. Klinische Parameter

Ein Kriterium zur Beurteilung der Wirksamkeit der Medikamente war die
Verbesserung klinischer Verdnderungen. Zu Beginn der Therapie und dann in
wochentlichen Abstinden wurden die Patienten einer ausfiihrlichen klinischen
Untersuchung unterzogen. Alle vorhandenen Symptome wurden beurteilt und in
einem speziell angefertigten Untersuchungsbogen protokolliert (siche Anhang I).
Das Fehlen eines Symptoms wurde mit ,,Null“, die maximale Auspragung mit
,,Zehn* bewertet.

Alle 40 Katzen wiesen Entziindungen der Maulhohle auf. Zusitzlich zeigten 19
Katzen eine geringgradige Konjunktivitis (47 %), acht hatten Nasenausfluss
(20%). Ein Tier litt schon seit langem unter Hautverédnderungen, diagnostiziert als
eosinophiles Granulom. Drei Katzen zeigten unter chronische Abmagerung und
reduzierte Futteraufnahme. Weitere Befunde waren bei zwei Katzen eine
chronische Niereninsuffizienz und bei zwei Tieren eine Hornhauttriibung. Hierbei
handelte es sich um irreversible Folgen fritherer Augenkrankheiten (Tab. 9).

Neben der Entziindungen der Maulhdhle war der am héufigsten erhobene Befund



Material und Methoden 48

die Konjunktivitis. Diese Symptome wurden statistisch ausgewertet, die anderen

Befunde gingen wegen zu geringer Fallzahl nicht in die Auswertung ein.

Tab. 9: Verteilung der klinischen Verdnderungen bei den Katzen der vier
Behandlungsgruppen

Placebo | AMD | PMEA |AMD/PMEA | Gesamtzahl
ﬁ’;ﬁ?g}ﬁgen der [ 19 10 10 10 40
Konjunktivitis 4 5 5 5 19
Erbrechen 2 0 3 1 6
Rhinitis 2 2 2 2 8
Abmagerung 2 0 1 0 3
Niereninsuffizienz 1 0 1 0 2
Hornhauttriibung 0 0 1 1 2
Hautverdnderung 1 0 0 0 1

2.2.3.1.1. Korpermasse

Als MaB fiir den Allgemeinzustand und die Futteraufnahme wurde das
Korpergewicht bestimmt. Das Gewicht der Tiere wurde alle zwei Wochen mit
einer Sduglingswaage (Fa. Sohnle, Murrhardt, Deutschland) ermittelt und

protokolliert.

2.2.3.1.2. Karnofsky-Index

Zur Beurteilung der Lebensqualitidt (QoL, ,,Quality of Life”) der Katzen wurde
der von David A. KARNOFSKY (1948) fiir die Humanmedizin entwickelte und
von HARTMANN und KUFFER (1998) fiir die Katze modifizierte Karnofsky-
Index herangezogen (Tab. 10). In den modifizierten Karnofsky-Index gingen das
FreB3-, Spiel-, Sozial- und Komfortverhalten sowie der Gesundheitszustand der
Tiere ein. Die Skala reichte absteigend von 100 % fiir sehr gutes
Allgemeinbefinden bis 0 % im Todesfall. Der Karnofsky-Index fiir die Katze
ermoglichte eine quantitative Beurteilung der Lebensqualitit und eine objektive
Vergleichbarkeit verschiedener Patienten. Der Karnofsky-Index wurde zu Beginn

der Studie und danach alle zwei Wochen beurteilt.
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Tab. 10: Karnofsky-Index, modifiziert fiir die Katze nach HARTMANN und
KUFFER (1998)

Grad |Befund

100 % | Ungestortes Allgemeinbefinden, keine Beschwerden, keine Anzeichen
fiir eine Krankheit

90 % | Geringe Anzeichen einer Krankheit, normales Sozial-, FreB- und
Ruheverhalten

80 % | Einige Anzeichen einer Krankheit, FreBverhalten ungestort, Sozial- und
Komfortverhalten  geringgradig reduziert, ausgeprigte, ldnger
anhaltende Ruhephasen, ,,normale* Aktivitditen nur mit Anstrengung
moglich

70 % | Spiel-, Sozial- und Komfortverhalten reduziert, FreBverhalten
geringgradig reduziert, wirkt matter als gewohnlich, etwas weniger
Appetit und geringere Futteraufnahme, erhdhtes Schlafbediirfnis

60 % | Spiel-, Sozial- und Komfortverhalten reduziert, benétigt gelegentlich
Pflege und Hilfe beim Putzen und manchmal spezielle Zuwendung bei
der Aufnahme von Futter

50 % | Benotigt stindig Pflege, Zuwendung beim Fressen sowie gelegentlich
Medikamente, putzt sich nicht mehr selbstindig

40 % | Bendtigt stindig Pflege, Zuwendung beim Fressen sowie dauerhafte
Medikamente, in freier Natur akute Lebensgefahr,
Ausscheidungsverhalten gestort (nicht mehr stubenrein)

30% |Stark pflegebediirftig, Pflege kann nicht mehr vom Besitzer
durchgefiihrt werden, stationdre Aufnahme angezeigt, keine
selbstindige Futteraufnahme mehr, noch keine Lebensgefahr

20% |Sehr krank, stationidre Aufnahme unbedingt angezeigt, Erndhrung
parenteral iiber Infusionen notwendig

10 % | Akute Lebensgefahr, rasch fortschreitende Verschlechterung

0% Tod

2.2.3.1.3. Entziindungen der Maulhohle

Das Mall der Maulhdhlenentziindung ergab sich aus der Gesamtheit der
Veranderungen in der Maulhohle, bestehend aus Gingivitis und Stomatitis. Unter
Stomatitis wurden alle Entziindungen zusammengefalit, die die Maulhdhle

betrafen, mit Ausnahme des Zahnfleisches. Stirke und Ausdehnung der
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Entziindung wurden getrennt voneinander anhand eines 10-Punkte-Schemas
beurteilt und die Werte dann miteinander multipliziert. Die Entziindung der
Maulhohle errechnete sich aus der Summe der Werte von Stomatitis und

Gingivitis, geteilt durch zwei (Tab. 11).

Tab. 11: Punkteschema zur Beurteilung der Maulh6hlenentziindung

Stomatitis Stirke (0 bis 10) X Ausdehnung (0 bis10)
Gingivitis Stirke (0 bis 10) X Ausdehnung (0 bis10)
Maulhdhlenentziindung (Stomatitis + Gingivitis) : 2

2.2.3.1.4. Konjunktivitis

19 Tiere zeigten eine Konjunktivitis. Die Beurteilung des Augenausflusses wurde
getrennt nach Qualitdt und Quantitit beurteilt. Jeder Qualitdt (serds, seromukds,
mukos, mukopurulent, purulent) war eine Punktezahl zugeordnet (2, 4, 6, 8, bzw.
10). Weiterhin wurde die Stérke der Rotung und der Schwellung von null bis zehn
bewertet und miteinander multipliziert. Der Gesamtwert fiir den Grad der
Konjunktivitis ergab sich aus der Summe der Punkte aus entziindlichen
Verianderungen der Bindehaut und der Punkte des Augenausflusses, geteilt durch

zwei (Tab. 12).

Tab. 12: Punkteschema zur Beurteilung der Konjunktivitis

entziindliche Verdnderung | Rotung (0 bis 10) X Schwellung (0 bis 10)

Augenausfluf3 Quantitdt (0 bis 10) X Qualitét (2, 4, 6, 8 oder 10)

Konjunktivitis (entziindliche Verdnderung + AugenausfluB) : 2

2.2.3.2. Labordiagnostische Parameter

Die hdmatologischen und klinisch-chemischen Parameter wurden im Labor der 1.
Medizinischen Tierklinik Miinchen bestimmt, um den Erfolg und mogliche
Nebenwirkungen der Therapie zu erfassen. Dazu wurde den Tieren zu
Therapiebeginn und dann alle zwei Wochen, nach Desinfektion der Haut, Blut

mittels steriler Einmalkaniilen (Sterican® 0,90 x 40 mm, Braun, Melsungen,
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Deutschland) aus der Vena cephalica antebrachii entnommen. Die Blutentnahme
erfolgte frei abtropfend, das Blut wurde in mit EDTA beschichteten oder
unbehandelten  Kunststoffrohrchen  (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)
aufgefangen. Neben den fiir die Therapiekontrolle notwendigen Blutabnahmen,
wurden auch Blutuntersuchungen durchgefiihrt, wenn der Zustand eines Tieres

dies erforderte.

2.2.3.2.1. Himatologische Parameter

Die Gesamtleukozytenzahl, der Hamatokrit und der Himoglobinwert wurden mit
dem Cell-Dyn® 3500 R (Firma Abbott Diagnostics, Abbott Park, Illinois, USA)
automatisch bestimmt. Das Differentialblutbild wurde nach Firbung der
Blutausstriche mit dem Gerdt Hema-Tek”™ 2000 (Bayer Diagnostics, Fernwald,
Deutschland) durch Auszédhlen von 100 Zellen manuell erstellt. Der Hamatokrit
wurde zusitzlich nach dreiminiitigem Zentrifugieren einer mit Vollblut gefiillten
Heparinmikrozentrifugenkapillare bei 10.000 U/min in einer Mikrohdmatokrit-
Zentrifuge (Hettich, Tuttlingen, Deutschland) und anschlieBendem Ablesen des
Wertes mit Hilfe der Himatokritkarte bestimmt.

2.2.3.2.2. Klinisch-chemische Laborparameter

Das Serum fiir die Untersuchungen wurde nach zehnminiitigem Zentrifugieren
von Vollblut in 5-ml-Serumréhrchen (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) bei
4000 U/min gewonnen. Gemessen wurden die Enzyme Aspartat-Amino-
Transferase (AST), Alanin-Amino-Transferase (ALT), alkalische Phosphatase
(AP), Glutamat-Dehydrogenase (GLDH), y-Glutamyl-Transferase (y-GT), Laktat-
Dehydrogenase (LDH), a-Amylase, Lipase, die Substrate Harnstoff, Kreatinin,
Glukose, Gesamtbilirubin, Gesamteiweill, Albumin, die Elektrolyte Natrium,
Kalium, Chlorid, Kalzium, anorganisches Phosphat, Magnesium und die
SerumeiweiBfraktionen. Enzyme, Substrate, anorganisches Phosphat und
Magnesium wurden mit dem Hitachi 717 Autoanalyzer (Firma Boehringer,
Mannheim, Deutschland) photometrisch bestimmt. Die Elektrolyte Natrium,
Kalium und Kalzium wurden mit dem Flammenphotometer Effox 5053%
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und Chlorid mit dem Chloridanalyzer
Corning  925®  (Corning,  GieBen, Deutschland)  ermittelt.  Die
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SerumeiweiBfraktionen wurden mit dem Elektrophoresegerit Elphor Vario V*

(Bender & Hobein GmbH, Miinchen, Deutschland) gemessen.

2.2.3.3. Immunologische Parameter

Um den Immunstatus vor Beginn der Therapie und den Einflul der Medikamente
auf das Immunsystem der FIV-infizierten Katzen zu beurteilen, wurden an Tag 0
und danach alle zwei Wochen die T-Lymphozytensubpopulationen bestimmt. Es
wurden der relative und absolute Anteil der CD4"- und der CD8"-Zellen sowie

das CD4/CD8-Verhiltnis ermittelt.

2.2.3.3.1. Markierung der Zellen

Zur Messung der relativen Anzahl der CD4'- und CDS8'-Lymphozyten im
DurchfluBzytometer wurden die Zellen zunichst gefarbt. Der Vorgang der
Markierung der CD4- und CD8-Rezeptor-tragenden T-Lymphozyten mittels einer
Kombination verschiedener Antikorper sowie deren Immunfluoreszenzfarbung
wurden bei HOFFMANN-FEZER und Mitarbeitern (1991) und beschrieben. Die
Férbung erfolgte durch mit Phycoerythrin (PE, rot) oder Fluoresceinisothiocyanat
(FITC, griin) markierte Antikorper, die entweder an den CD4-, CD8- oder CD3-
Rezeptor der T-Zellen banden. Anhand der jeweils spezifischen Lichtemissionen
der Fluorochrome (PE, FITC) werden die Zellen im DurchfluBzytometer
differenziert.

Zundchst wurden jeweils 70 ul EDTA-Vollblut in fiinf verschiedene FACS-Scan-
Rohrchen pipettiert. Rohrchen 1 diente als Kontrolle und enthielt keine farblich
markierten Antikorper. In die Rohrchen 2 bis 5 wurden unterschiedliche
Kombinationen farblich markierter Antikdrper pipettiert, jeweils in einer Menge
von 7 pl (Tab. 13). Der Inhalt der R6hrchen wurde gemischt (Vortex Genic®,
Benda und Hobein AG, Ziirich, Schweiz) und 20 Minuten im Dunkeln inkubiert.
Um die noch in der Losung enthaltenen Erythrozyten zu lysieren, wurde jedem
Rohrchen 1,4 ml der 1:10 mit aqua dest. verdiinnten Simultest”/MK Plus Lysing
Solution (Firma Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) zugesetzt, gemischt
und die Losung dannn fiinf Minuten im Dunkeln inkubiert. Nach fliinfminiitiger
Zentrifugation bei 1500 U/min wurde der Uberstand dekantiert, das Pellet

gewaschen und mit 3 ml PBS aufgeschwemmt, der Waschvorgang wurde zwei
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mal wiederholt. Letztendlich wurde das Zellpellet in 2 ml PBS gelost und diese

Losung mit dem Durchflusszytometer untersucht.

Tab. 13: Antikorpermarkierungen in Rohrchen Nr. 1 bis 5 (Mouse IgG =
Maiuseimmunglobulin;, FITC = Fluoresceinisothiocyanat-markiert; PE
Phycoerythrin-markiert; AK = Antikorper)

Rohrchen Antikorper 1 Antikorper 2
1 leer leer
2 Mouse-1gG-FITC Mouse-IgG-PE
3 anti-CD4-AK-PE anti-CD3-AK-FITC
4 anti-CD8-AK-PE anti-CD3-AK-FITC
5 anti-CD4-AK-FITC anti-CD8-AK-PE

2.2.3.3.2. Untersuchung im Durchflulzytometer

Verwendet wurde das Gerédt Fluorescence-Activated-Cell-Sorter (FACS) der
Firma Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) und das Software-Programm
Cell Quest 1.1.1. mit der Macintosh Quadra 650 Hardware. Dieses Gerit wurde
vom Institut fiir Mikrobiologie der Tierdrztlichen Fakultit der Ludwig-
Maximilians-Universitéit zur Verfiigung gestellt.

Zunéchst wurden alle mononukledren Zellen aufgrund ihrer Grofie (x-Achse) und
Granularitit (y-Achse) im Streudiagramm aufgetrennt und der Bereich mit der
Lymphozytenpopulation durch das Setzen eines Gates markiert. Die innerhalb des
Gates befindlichen Lymphozyten wurden aufgrund ihrer FITC- und PE-
Fluoreszenz aufgetrennt. Einheitlich fluoreszierende Zellen wurden als Wolken
dargestellt, die in einem Diagramm in x- und y-Richtung getrennt waren. Die
Trennung wurde durch Quadrantenlinien verdeutlicht, die je nach Ausdehnung der
Wolken so verschoben wurden, dass sich mdglichst alle Punkte einer Wolke in
einem Quadranten befanden. Diese Darstellungsweise wird als Dot-Plot
bezeichnet. Im Dot-Plot aus Rohrchen 3 befanden sich im oberen rechten
Quadranten die doppeltmarkierten CD4"-Zellen (CD4-Rezeptoren PE-markiert,
CD3-Rezeptoren FITC-markiert), die den iibrigen T-Zellen (CD3-Rezeptoren
FITC-markiert) gegeniibergestellt wurden (Abb. 10). Dementsprechend befanden
sich im Dot-Plot aus Probe Nr. 4 die doppeltmarkierten CD8"-Zellen (CDS8-
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Rezeptoren PE-markiert, CD3-Rezeptoren FITC-markiert) im oberen rechten
Quadranten (Abb. 11). Im Dot-Plot aus Probe Nr. 5 wurden im unteren rechten
Quadranten die einfachmarkierten CD4"-Zellen (CD4-Rezeptoren FITC-markiert)
und im oberen linken Quadranten die einfachmarkierten CD8"-Zellen (CDS8-

Rezeptoren PE-markiert) dargestellt (Abb. 12).

2.2.3.3.3. Berechnung der CD4 - und CD8"-Zellen

Aus Rohrchen Nr. 3 und 5 wurde durch das Computerprogramm jeweils der
prozentuale Anteil der CD4"-Zellen an den gemessenen Lymphozyten ermittelt.
Aus beiden Werten wurde der Mittelwert gebildet. Mit Hilfe der absoluten
Lymphozytenzahl der Probe, die bei der Messung der hdmatologischen Parameter
bestimmt worden war, wurde rechnerisch die absolute Anzahl der CD4"-Zellen
ermittelt. In Rohrchen Nr. 4 und 5 wurde jeweils der prozentuale Anteil der CD8'-
Zellen bestimmt, und aus beiden Werten der Mittelwert gebildet. Auch hier wurde
rechnerisch die absolute Anzahl der CD8"-Zellen bestimmt. Das Verhiltnis der
relativen CD4'-Zellen zu den relativen CDS8"-Zellen bildete den CD4/CDS8-

Quotienten.
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2.2.3.4. Virologische Parameter

Zur quantitativen Bestimmung des Provirus- und der Virus-Loads wurde mittels
des TagMan-Verfahrens eine real-time Polymerasekettenreaktion (PCR)
durchgefiihrt. Diese Bestimmung der Virus-DNA bzw. -RNA fand im Labor von
Dr. Dieter Klein statt.

2.2.3.4.1. Probenvorbereitung

Zum Nachweis von Provirus wurde zunédchst die DNA aus Vollblut isoliert und
dann bei -20 °C gelagert. Fiir den Nachweis von Virus-RNA wurde bei -70 °C
tiefgefrorenes Plasma verwendet. Diese DNA- bzw. RNA-Proben wurden
gesammelt und alle drei Monate auf Trockeneis an Dr. Dieter Klein, Institut fiir
Virologie der Veterindrmedizinischen Universitidt Wien geschickt.

Die DNA wurde aus Vollblut an Tag 0 und nach zwei, vier und sechs Wochen
unter Verwendung des QIAamp® Blood Kit (Firma Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland) isoliert. Die Reinigung wurde in drei Schritten durchgefiihrt.

Im ersten Schritt wurde ein Lysat angefertigt. Dazu wurde das Blut auf
Raumtemperatur erwirmt, je 200 pl jeder Probe in ein 1,5-ml-Eppendorfrohrchen
pipettiert, 25 ul Qiagen-Protease und ein Losepuffer hinzugefiigt, griindlich
gemischt (Vortex Genie™ , Benda und Hobein AG, Ziirich, Schweiz) und dann bei
70 °C zehn Minuten im Wasserbad inkubiert. Zur Lyse von Proteinen und anderen
Kontaminationen, welche die PCR storen kdnnten, wurden in jedes Réhrchen 210
ul Ethanol (96 - 100 %) pipettiert, gemischt und weitere zwei Minuten inkubiert.
Der zweite Schritt bestand in der Isolierung der DNA. In ein offenes
Auffangrohrchen wurde ein trichterformiges, mit einem speziellen Filter
(QIAamp®-Membran) iiber dem Auslauf ausgestattetes Probenrohrchen eingesetzt
und in dieses das Lysat aus Schritt 1 iiberfiihrt. Die beiden ineinandergesetzten
Rohrchen wurden bei 4000 U/min fiir zwei Minuten zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation war die DNA an die QIAamp®-Membran gebunden, wihrend die
anderen Substanzen mit dem Auffangrohrchen verworfen wurden.

Im dritten Schritt erfolgte eine zweimalige Reinigung, um Restkontaminationen
aus der QIAamp®-Membran zu l6sen. Das QIAamp”“-Membran-Rohrchen wurde
in ein neues Auffangrohrchen eingesetzt, 500 ul eines Waschpuffers
hinzupipettiert, zentrifugiert und das Filtrat anschlieBend verworfen. Dieser

Vorgang wurde nochmals wiederholt.
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Das, die gereinigte, gebundene DNA enthaltende QIAamp®-Membran-Réhrchen
wurde nun in ein 1,5-ml-Eppendorfrohrchen verbracht. Zur Losung der DNA
wurden 200 pl eines Elutionspuffers zugegeben und eine Minute bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation lag die DNA im Elutionspuffer
geldst vor (Abb. 13). Die so gewonnenen DNA-Proben wurden bis zum Versand
bei -20 °C gelagert.

Zur Gewinnung der RNA wurde Vollblut in ein separates 3-ml-EDTA-Rohrchen
(Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) abgenommen und dieses umgehend
geschlossen und gekiihlt. Nach fiinfminiitiger Zentrifugation bei 4000 U/min
wurde das Plasma, zur Vermeidung von Kontaminationen, unter dem Abzug in
hitzesterilisierte Eppendorf-R6hrchen pipettiert und sofort bei -70 °C tiefgefroren.
Im Labor von Dr. Dieter Klein wurden die Plasmaproben bei -70 °C bis zur
Verarbeitung gelagert und direkt vor der Isolierung im Wasserbad aufgetaut. Aus
jeweils 140 pl aufgetauten Plasmas wurde die RNA mittels QIAamp Viral Kit
(Firma Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) isoliert.

Probe

l
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Reinigung < Bindung der DNA an die Membran

l

. @il

Waschen der DNA
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!
Reine DNA gelost

Abb. 13: Prinzip des QIAamp™-Membran-Verfahren
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2.2.3.4.2. Prinzip der ,,real-time* Polymerasekettenreaktion

Um den Gehalt an Provirus und Virus in den Proben zu bestimmen, wurde eine
quantitative ,,real-time“-PCR (TagMan-Verfahren) durchgefiihrt (KLEIN et al.,
1999). Bei der verwendeten PCR erfolgte eine Amplifizierung von gag-
Sequenzen des FIV.

HOLLAND und Mitarbeiter (1991) beschrieben den Mechanismus des TagMan-
Verfahrens. Die Quantifizierung einer Ausgangsmenge an DNA oder RNA ist
mittels der ,herkdmmlichen’ PCR nur in der exponentiellen Phase der PCR-
Reaktion moglich. Bei der real-time-PCR kann die exponentielle Phase fiir jede
Reaktion individuell ermittelt werden, wodurch eine quantitative Bestimmung der
DNA- oder RNA-Menge relativ einfach mdglich ist. Ein groBer Vorteil dieser
Methode besteht weiterhin darin, dass die Messung und Quantifizierung am Ende
der PCR-Reaktion abgeschlossen ist und die Reaktionsgefile (PCR-Tube) nicht
mehr gedffnet werden miissen. Es entfillt die arbeitsaufwendige Gel-Auftrennung
der PCR-Produkte und das Risiko der Kontamination.

Bei der real-time-PCR befindet sich zusétzlich zu den beiden Primern, einem
Vorwirts- und einem Riickwirts-gerichteten Primer, eine fluoreszenzmarkierte
Sonde im PCR-Tube, die an eine Gensequenz zwischen den beiden Primern
bindet. An die Sonde sind am 5’- und 3’-Ende zwei verschiedene fluoreszierende
Farbstoffe gebunden, der Reporter- und der Quencherfarbstoff. Befinden sich
beide Fluoreszenzfarbstoffe in rdumlicher Nihe, kommt es bei Anregung durch
einen Argonlaser zu einem Energietransfer. Die Energie vom Reporter wird auf
den Quencher tlibertragen und dieser emittiert messbare Mengen Fluoreszenzlicht.
Im Verlauf der Amplifizierung werden beide Primer mittels der Tag-Polymerase
so lange verlidngert, bis sie auf die Sonde treffen. Die Sonde wird durch die
Aktivitdt der Tag-Polymerase vom DNA-Strang geldost und gespalten. Reporter
und Quencher werden getrennt und es kann kein Energietransfer mehr stattfinden
(Abb. 14). Das fiihrt zu einem messbaren Anstieg der Reporterfluoreszenz. In
einer positiven Reaktion ist die Fluoreszenzintensitdt des Reporters proportional
zur Menge des gebildeten Amplifikationsproduktes. Die Fluoreszenzintensititen
der fiir Reporter und Quencher charakteristischen Wellenlingen werden im
Verlauf der PCR von einer speziellen Kamera (CCD-Kamera) alle sieben
Sekunden gemessen und gespeichert. Der zeitliche Verlauf der

Fluoreszenzintensitdt wird graphisch dargestellt.
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Abb. 14: Schematische Darstellung der Trennung von Quencher und Reporter
durch die Tag-Polymerase

2.2.3.4.3. Primer und Sonden

Es wurden Primer- und Sonden-Sequenzen der Firma Perkin Elmer (Foster City,
CA, USA) verwendet. Das Reaktionsgemisch enthielt den Vorwérts-Primer
FIVO771f und den Riickwérts-Primer FIV1081r. Da die Virusisolate der natiirlich
infizierten Katzen in der Sonden-Bindungsregion deutliche Sequenzunterschiede
aufwiesen, wurden drei verschiedene Sonden, FIV1010p, FIV1416p und
FIV1372p eingesetzt. Wenn eine Probe mit einer Sonde nicht reagierte, wurde
diese Probe erneut mit den anderen Sonden gemessen und anschlieBend die Sonde

verwendet, die am besten band. Die Fluorochrome FAM (6-Carboxy-Fluoreszein)
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am 5’-Ende und TAMRA (6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin) am 3’-Ende der
Sonden dienten als Reporter beziehungsweise Quencher. Um eine mogliche
Verldngerung der Sonden durch die Taq-Polymerase zu vermeiden, waren diese
am 3’-Ende blockiert.

Das PCR-Reaktionsgemisch wurde jeweils fiir 20 Bestimmungen angesetzt und
bestand aus einer Pufferlosung (10 mM Tris), Kaliumchlorid (50 mM KClI),
Magnesiumchlorid ( 3mM MgCl,), den Nukleotiden dATP, dCTP, dGTP, dTTP
(je 200 nM), beiden Primern (je 300 nM) und 2,5 U der Taq-DNA-Polymerase
und je einer Sonde (200 nM). Fiir die Bestimmung der RNA-Menge im Plasma
musste die RNA zunéchst in DNA umgeschrieben werden. Aus diesem Grund
enthielt das Reaktionsgemisch fiir die Messung des Virus-Loads zusétzlich 2,5 U
AMV Reverse Transkriptase.

2.2.3.4.4. Auswertung der Fluoreszenzsignale

Da bei der real-time-PCR die einzelnen Reaktionsbestandteile nur in sehr geringer
Menge in den Tubes vorhanden sind, konnen Pipettierfehler eine deutliche
Verianderung der Ergebnisse verursachen. Um den Einfluf dieser Fehlerquelle zu
minimieren, wurde in jedem Amplifikationszyklus der Quotient aus der Reporter-
und Quencher-Fluoreszenzintensitdt gebildet. Dieser Quotient entsprach dem
normalisierten Reportersignal (R,) zu jedem Zyklus, von dem der R,-Wert zu
Beginn der PCR abgezogen wurde. Daraus ergab sich der AR,-Wert, der die
Reporterfluoreszenz-Anderung unabhingig von der anfangs eingesetzten
Sondenkonzentration wiedergab. Die Reporterfluoreszenz war in den ersten PCR-
Zyklen nicht ausreichend, um von der CCD-Kamera aufgenommen zu werden,
nahm jedoch nach einigen Zyklen zu. Der Verlauf der Zunahme wurde gemessen.
Die normalisierte Anderung der Reporterfluoreszenz war proportional zur Menge
an DNA oder RNA, die wihrend der PCR gebildet worden war und wurde in
einem ,Amplification Plot’ dargestellt (Abb. 15).

AR. — Fluoreszenzintensitit R (Zyklus 1 —40)  Fluoreszenzintensitit R (Beginn)
Fluoreszenzintensitit Q (Zyklus 1 —40) = Fluoreszenzintensitit R (Beginn)
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Abb. 15: ,,Amplification Plot*

Innerhalb dieser Verlaufskurve mufite nun ein geeigneter Parameter bestimmt
werden, der eine Quantifizierung der DNA- oder RNA-Ausgangsmenge erlaubte.
Dazu wurde der sogenannte ,Treshold’ festgelegt. Die am Beginn der PCR
gemessenen Reportersignale stellten das Grundrauschen der PCR dar, das auch
bei negativen Proben messbar war. Aus den Werten dieses Grundrauschens
wurden Mittelwert und Standardabweichung errechnet. Der Treshold wurde dann
bei der zehnfachen Standardabweichung des Mittelwertes festgesetzt. Dadurch
wurde sichergestellt, dass bei einer negativen Probe die PCR-Kurve den Treshold
nicht schneidet und als falsch-positiv gewertet wurde.

Als ,Treshold cycle’ (Cr-Wert) wird der Wert bezeichnet, bei dem die PCR-
Verlaufskurve den  Treshold schneidett Die  Cr-Werte  bekannter
Verdiinnungsstufen wurden logarithmisch gegen die eingesetzte DNA- oder
RNA-Menge aufgetragen. Daraus ergab sich eine Standardkurve, mit einem
hohen Korrelationskoeffizient. Mit Hilfe der Standardkurve konnte ausgehend
von einem gemessenen Cr-Wert einer unbekannten Probe deren Ausgangs-DNA

oder -RNA-Menge abgelesen werden.
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Abb.16: Standardkurve, die nach den schwarz dargestellten Standardwerten
erstellt wurde, rot dargestellt sind die Messwerte

2.3.4. Untersuchungen zur Resistenzentwicklung

Zuséatzlich zur Kontrolle des Therapieerfolges und eventueller Nebenwirkungen
wurden  Untersuchungen zur Resistenzentwicklung gegen AMD3100
durchgefiihrt. Dazu wurde in Zellkultur die Hemmung der Virusreplikation

anhand der Menge an gebildetem p24-Antigen gemessen.

2.3.4.1. Probengewinnung

Fiir die in-vitro-Versuche wurden von jedem Tier vor Therapiebeginn und nach 6
Wochen je 1 ml EDTA-Vollblut gewonnen. Die Proben wurden am Tag der
Blutentnahme per Express an Dr. H. Egberink, Institut fiir Virologie der
Universitit Utrecht, Niederlande, geschickt und dort sofort weiterverarbeitet. Da
die Herstellung von Viruskulturen sehr aufwendig ist, wurden nur aus den

Blutproben der Katzen Kulturen angelegt, die mit AMD3100 behandelt wurden.

2.3.4.2. Herstellen der Lymphozytenkulturen

Zur Herstellung einer primdren Lymphozyten-Zellkultur wurden aus dem
Katzenblut Lymphozyten isoliert. Zur Gewinnung der Lymphozyten wurde das
Blut bei 500 U/min zehn Minuten lang zentrifugiert. Das Zellpellet wurde danach
in 10 ml PBS suspendiert und vorsichtig iiber 2,5 ml Ficoll gegeben.
Anschlieflend erfolgte eine Zentrifugation iiber 30 Minuten bei 1000 U/min. Im

entstandenen weilen Zellsaum waren nun vorwiegend periphere mononukleére
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Blutzellen (PBMC) enthalten. Der Saum wurde vorsichtig abpipettiert, zweimal
mit PBS gewaschen und in 1 ml PBS suspendiert. Die PBMC wurden in einer
Zéhlkammer gezédhlt und anschlieBend durch Zugabe von PBS auf eine Dichte
von 10° Zellen pro ml eingestellt. Die Zellen wurden in RPMI 1640-Medium, bei
37 °C in einer COz-kontrollierten Umgebung kultiviert. Dem Medium waren 10 %
fetales Kilberserum, rekombinantes IL-2 in einer Konzentration von 100 IU/ml
und 2,5 pg/ml Concanavalin A zugesetzt worden. Nach einer Woche wurden die
Zellen 1:2 geteilt, mit neuem Medium versetzt und wieder kultiviert. Der
Nachweis des viralen Kapsidproteins p24 im Uberstand der Zellkultur erfolgte
mittels ELISA (Durchfiihrung des ELISA siche HARTMANN, 1995).

2.3.4.3. Hemmung der Virusreplikation in vitro

Um die Hemmung der Virusreplikation nachzuweisen, wurden die Zellkulturen in
Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen AMD3100 kultiviert. Die
Replikationsrate der Viren wurde anhand der Menge des gebildeten p24-Antigens
bestimmt. Die Messung des p24-Antigens erfolgte mit oben beschriebenen
ELISA. Gemessen wurde die in ng/ml (Konzentration von AMD3100 in der
Zellkultur, bei der 50 % der Virusreplikation unterdriickt wurde) an Tag 0 und am
Ende der Studie. Die beiden ECsp-Werte wurden miteinander verglichen, um eine
Verdnderung der Empfindlichkeit der FIV-Viren gegen AMD3100 durch die
Therapie zu ermitteln. Eine Resistenzbildung wiirde sich durch eine deutlich

hoéhere ECsp am Ende der Therapie im Vergleich zum Therapiebeginn zeigen.

2.3.5. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit dem Datenverarbeitungsprogramm SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) durchgefiihrt. Die Auswertung der
Daten erfolgte entsprechend der Einteilung der Katzen in die vier
Behandlungsgruppen. In jeder Gruppe wurde die Verdnderung im
Therapiezeitraum ermittelt, indem fiir jeden Parameter die Differenz zwischen den
End- und den Anfangsmittelwerten errechnet wurde. Mittels Kruskall-Wallis-Test
wurden die Unterschiede der Verdnderungen durch Einzelvergleich der Gruppen
statistisch ausgewertet. Unterschiede galten als statistisch signifikant, wenn das

Testniveau von p = 0,05 erreicht oder unterschritten wurde.
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IV. Ergebnisse

1. Privalenz der FIV-Infektion

Im Zeitraum von Januar 1998 bis Mai 2000 wurden 3611 Katzenseren auf das
Vorhandensein von Antikorpern gegen das feline Immunschwichevirus (FIV)
getestet. Bei 83 Katzen (2,3 %) wurden Antikorper gegen FIV nachgewiesen
(Tab. 14).

Tab. 14: Pravalenz der FIV-Infektion in absoluten Zahlen und in Prozent

FIV-getestete Seren FIV-positive Seren
Anzahl 3611 83
Prozent 100 % 2,3 %

2. Voruntersuchung

Uber einen Zeitraum von jeweils 24 Stunden wurden bei zwei FIV-infizierten
Katzen Voruntersuchungen durchgefiihrt. Diese beinhalteten EKG-Messungen
und die Ermittlung der Serumkonzentrationen von Kalzium und Magnesium. Bei
den beiden Katzen konnten weder Herzrhythmusstdorungen noch andere
Verdnderungen im Verlauf der EKG-Untersuchungen festgestellt werden.
Unterschiede im EKG zeigten sich weder beim Vergleich zwischen der Dosierung
von 0,5 mg/kg zu 1 mg/kg noch im Vergleich der intravendsen zur subkutanen
Medikamentenapplikation.

Im Untersuchungszeitraum fielen die Serumwerte von Kalzium und Magnesium
geringgradig, stiegen dann aber wieder. Der Abfall des Kalziums wurde zeitlich
vor dem des Magnesiums beobachtet, die Unterschiede waren jedoch nicht
statistisch signifikant. Alle Werte lagen immer innerhalb des Referenzbereiches
(Tab. 15 und 16). Beide Tiere waren im Untersuchungszeitraum bei gutem
Allgemeinbefinden, es wurden klinisch keine Nebenwirkungen von AMD3100
festgestellt. Auch die Messung der Blut- und Serumwerte zeigte keine auffilligen

Befunde, alle gemessenen Werte lagen bei beiden Katzen im Referenzbereich.
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Tab. 15: Anderungen der Serumwerte von Kalzium und Magnesium (in mmol/l)
iiber 24 Stunden nach einmaliger Applikation von AMD3100 in einer Dosierung
von 0,5 mg/kg subkutan (sc.) oder intravends (iv.)

Zeitpunkt AMD?3100 0,5 mg/kg sc. AMD3100 0,5 mg/kg iv.
Kalzium Magnesium Kalzium Magnesium

Beginn 2,53 0,88 2,43 0,90
5 Minuten 2,37 0,82 2,38 0,84
15 Minuten 2,29 0,81 2,37 0,84
30 Minuten 2,36 0,81 2,35 0,82
60 Minuten 2,45 0,75 2,34 0,77
120 Minuten 2,48 0,68 2,39 0,75
6 Stunden 2,49 0,84 2,44 0,75
12 Stunden 2,53 0,83 2,16 0,74
24 Stunden 2,40 0,78 2,45 0,85

Tab. 16: Anderungen der Serumwerte von Kalzium und Magnesium (in mmol/l)
iiber 24 Stunden nach einmaliger Applikation von AMD3100 in einer Dosierung
von 1 mg/kg subkutan (sc.) oder intravends (iv.)

Zeitpunkt AMD3100 1 mg/kg sc. AMD3100 1 mg/kg iv.
Kalzium Magnesium Kalzium Magnesium

Beginn 2,44 0,84 2,53 0,86
5 Minuten 2,39 0,84 2,49 0,81
15 Minuten 2,37 0,81 2,47 0,80
30 Minuten 2,33 0,80 2,45 0,76
60 Minuten 2,39 0,71 2,39 0,79
120 Minuten 2,40 0,72 2,40 0,75
6 Stunden 2,51 0,78 2,42 0,71
12 Stunden 2,47 0,81 2,46 0,84
24 Stunden 2,42 0,88 2,52 0,80
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3. Therapiestudie
Die Anderungen der klinischen, labordiagnostischen, immunologischen und
virologischen Parameter der einzelnen Gruppen wurden statistisch miteinander

verglichen. Nur statistisch signifikante Unterschiede wurden graphisch dargestellt.

3.1. Klinische Parameter
Zu den klinischen Parametern zéhlten die Korpermasse, der Karnofsky-Index und
die klinischen Verdnderungen, von denen nur Entziindungen der Maulhéhle und

Konjunktivitiden ausgewertet wurden.

3.1.1. Korpermasse

Im Verlauf der Therapie verdnderte sich die Korpermasse der Katzen in den vier
Behandlungsgruppen nur geringfiigig. Ein Vergleich der Mittelwerte der
Korpermasse zu Therapiebeginn und -ende zeigte bei den Katzen der AMD- und
denen der AMD/PMEA-Gruppe lediglich eine Zunahme um 0,1 kg. Bei den
Tieren der PMEA-Gruppe kam es zu einer Gewichtszunahme um durchschnittlich
0,2 kg, wihrend die Tiere der Placebo-Guppe im Mittel am Ende der Therapie 0,1
kg weniger wogen (Tab. 17). Die Anderung der Korpermasse zwischen
Therapieanfang und -ende unterschied sich im Einzelvergleich der vier Gruppen

untereinander im Kruskal-Wallis-Test nicht statistisch signifikant (Tab. 18).

Tab. 17: Mittelwerte und Standardabweichungen der Korpermasse (in kg) der
Katzen in den vier Behandlungsgruppen in Woche 0, 2, 4 und 6

Woche Gruppe
Placebo  AMD PMEA AMD/PMEA
0 Mittelwert 5,3 5,0 5,0 4,7
Standardabweichung 1,8 1,4 1,3 1,3
2 Mittelwert 5,2 5,0 5,0 4,7
Standardabweichung 1,8 1,4 1,3 1,2
4 Mittelwert 5,2 5,1 5,1 4,8
Standardabweichung 1,7 1,3 1,2 1,2
6 Mittelwert 5,2 5,1 5,2 4,8

Standardabweichung 1,7 1,3 1,2 1,2
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Tab. 18: Durchschnittliche Anderung der Korpermasse (in kg) zwischen
Therapieanfang und Therapieende

Gruppe
Placebo AMD PMEA AMD/PMEA
Anfangswert 5,3 5,0 5,0 4,7
Endwert 5,2 5,1 5,2 4.8
Veridnderung -0,1 0,1 0,2 0,1

3.1.2. Karnofsky-Index

Der Karnofsky-Index nahm bei den Katzen aller vier Gruppen im Verlauf der

Therapie im Durchschnitt zu. Bei den Katzen der AMD-Gruppe stieg er um
3,6 %, bei denen der AMD/PMEA-Gruppe um 7,3 % und bei denen der PMEA-

Gruppe um 6,4 %. In der Placebogruppe zeigten die Tiere eine durchschnittliche

Verbesserung um 4,4 % (Tab. 19). Die Anderung des Karnofsky-Index zwischen

Therapieanfang und -ende unterschied sich im Einzelvergleich der vier Gruppen

untereinander im Kruskal-Wallis-Test nicht statistisch signifikant (Tab. 20).

Tab. 19: Mittelwerte und Standardabweichungen des Karnofsky-Index (in %) der
Katzen in den vier Behandlungsgruppen in Woche 0, 2, 4 und 6

Woche Gruppe
Placebo AMD PMEA AMD/PMEA
0 Mittelwert 83,1 93,4 81,4 85,9
Standardabweichung 17,5 4,1 13,3 16,8
2 Mittelwert 84,6 95,9 85,5 89,4
Standardabweichung 17,3 1,9 11,6 13,2
4 Mittelwert 86,1 96,7 87,3 93,0
Standardabweichung 16,3 2,1 11,1 10,6
6 Mittelwert 87,5 97,0 87,8 93,2
Standardabweichung 14,9 1,4 11,3 10,7

Tab. 20: Durchschnittliche Anderung des Karnofsky-Index
Therapieanfang und Therapieende

(in %) zwischen

Gruppe
Placebo AMD PMEA AMD/PMEA
Anfangswert 83,1 934 81,4 85,9
Endwert 87,5 97,0 87,8 93,2
Veridnderung 4.4 3,6 6,4 7.3
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3.1.3. Entziindungen der Maulhdhle

Zu Beginn und im Verlauf der Therapie litten alle 40 Katzen an Entziindungen der
Maulhohle. Die Maulhohlenentziindung der Katzen in der AMD-, AMD/PMEA-
und PMEA-Gruppe wurde zu Beginn mit durchschnittlich 13,9, 20,2 bzw. 30,9
Graden beurteilt. In der Placebogruppe wurde sie mit 14,8 Graden bewertet. Eine
Besserung der Maulhohlenentziindung wurde bei allen Katzen festgestellt. In der
PMEA- und der AMD/PMEA-Gruppe kam es zu einer durchschnittlichen
Verbesserung um 17,1 bzw. 13,2 Grade (Abb. 17; Tab. 22 und 23). Die Anderung
der Maulho6hlenentziindung zwischen Therapieanfang und -ende unterschied sich
statistisch signifikant im Einzelvergleich mittels Kruskal-Wallis-Test zwischen
der Placebo- und der PMEA- bzw. der AMD/PMEA-Gruppe und zwischen der
AMD- und der PMEA- bzw. der AMD/PMEA-Gruppe (Tab. 21).
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Maulhéhlenentziindung in Graden

1: Placebo 2: AMD 3:PMEA 4: AMD/PMEA

Abb. 17: Anderung der Maulhdhlenentziindung (in Graden) in den vier
Behandlungsgruppen im Verlauf der Therapie
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Tab. 21: Statistischer Vergleich der Unterschiede (p-Wert) der
Maulhohlenentziindung in den verschiedenen Behandlungsgruppen mittels
Kruskal-Wallis-Test (fett = statistisch signifikant)

Placebo AMD PMEA AMD/PMEA
Placebo 0,187 <0,001 0,010
AMD 0,187 < 0,001 0,020
PMEA <0,001 < 0,001 0,212
AMD/PMEA 0,010 0,020 0,212

Tab. 22: Mittelwerte und Standardabweichungen der Maulhdhlenentziindung (in
Graden) der Katzen in den vier Behandlungsgruppen in Woche 0, 2, 4 und 6

Woche Gruppe
Placebo AMD PMEA AMD/PMEA
0 Mittelwert 14,8 13,9 30,9 20,2
Standardabweichung 11,1 7,6 15,4 18,2
2 Mittelwert 14,1 13,3 23,0 14,9
Standardabweichung 10,0 7,0 12,3 14,6
4 Mittelwert 13,8 11,3 17,8 10,1
Standardabweichung 9,8 5,8 12,0 10,3
6 Mittelwert 12,7 10,8 13,8 7,0
Standardabweichung 8,3 5,7 10,1 5.8

Tab. 23: Durchschnittliche Anderung der Maulhdhlenentziindung (in Graden)
zwischen Therapieanfang und Therapieende

Gruppe
Placebo AMD PMEA AMD/PMEA
Anfangswert 14,8 13,9 30,9 20,2
Endwert 12,7 10,8 13,8 7,0
Veridnderung -2,1 -3,1 -17,1 -13,2

3.1.4. Konjunktivitis

Bei 19 Katzen wurden gerotete Konjunktiven und Augenausfluss festgestellt. Fiinf
Tiere befanden sich in der AMD-, fiinf in der AMD/PMEA-, fiinf in der PMEA-
und vier in der Placebogruppe. Die Konjunktivitis der Katzen in der AMD-,
AMD/PMEA- und PMEA-Gruppe besserte sich durchschnittlich um 1,8; 0,9 bzw.
2,6 Grade. In der Placebogruppe wurde im Durchschnitt eine Besserung von 3,4

Graden erreicht. (Tab. 24). Die Anderung der Konjunktivitis zwischen
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Therapieanfang und -ende unterschied sich im Einzelvergleich der vier Gruppen

untereinander mittels Kruskal-Wallis-Test nicht statistisch signifikant (Tab. 25).

Tab. 24: Mittelwerte und Standardabweichungen der Konjunktivitis (in Graden)

der Katzen in den vier Behandlungsgruppen in Woche 0, 2, 4 und 6

Woche Gruppe
Placebo AMD PMEA AMD/PMEA
0 Mittelwert 3,4 4,0 5,8 5,3
Standardabweichung 6,4 6,7 9,3 7,8
2 Mittelwert 2,8 32 4.8 5,3
Standardabweichung 5,3 4.8 9,2 7.8
4 Mittelwert 2,6 2,6 3,7 4,2
Standardabweichung 5,0 4,1 7,7 6,7
6 Mittelwert 1,8 2,2 3,2 4,4
Standardabweichung 3.8 3,2 6,1 6,7

Tab. 25: Durchschnittliche Anderung der Konjunktivitis (in Graden) zwischen

Therapieanfang und Therapieende

Gruppe
Placebo AMD PMEA AMD/PMEA
Anfangswert 3,4 4,0 5,8 5,3
Endwert 1,8 2,2 3,2 4.4
Veridnderung -1,6 -1,8 -2,6 -0,9

3.2. Labordiagnostische Parameter

Es wurden die Anderungen der himatologischen und der klinisch-chemischen

Laborparameter der einzelnen Gruppen untereinander mittels Kruskal-Wallis-Test

verglichen und statistisch signifikante Unterschiede graphisch dargestellt.

3.2.1. Hamatologische Parameter

Es erfolgte eine statistische Auswertung der Erythrozytenzahl, des Himoglobins

und Hématokrits und der Anzahl der Leukozyten, der neutrophilen Granulozyten

und der Lymphozyten.

3.2.1.1. Erythrozytenzahl

Bei den Tieren der Placebo- und der AMD-Gruppe kam es zu geringgradigen

Verianderungen der Anzahl der Erythrozyten. Sie fiel in der Placebogruppe um
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0,28 x 10%ul und stieg in der AMD-Gruppe um 0,12 x 10%pl. Dagegen zeigte
sich in beiden, mit PMEA behandelten Gruppen ein deutlicher Abfall der
Erythrozytenzahl. In der PMEA-Gruppe fielen sie um 2.85 x 10%ul und in der
AMD/PMEA-Gruppe um 2,96 x 10%/ul (Abb. 18; Tab. 27 und 28). Die Anderung
der Erythrozytenzahl zwischen Therapieanfang und -ende unterschied sich
statistisch signifikant im Einzelvergleich mittels Kruskal-Wallis-Test zwischen
der Placebo- und der PMEA- bzw. der AMD/PMEA-Gruppe und zwischen der
AMD- und der PMEA- bzw. der AMD/PMEA-Gruppe (Tab. 26).

Erythrozytenzahl in Mio/ul

1 2 3 4
1: Placebo 2: AMD 3:PMEA 4: AMD/PMEA

Abb. 18: Anderung der Erythrozytenzahl (in 10%ul) in den vier
Behandlungsgruppen im Verlauf der Therapie

Tab. 26: Statistischer Vergleich der Unterschiede (p-Wert) der Erythrozytenzahl
in den verschiedenen Behandlungsgruppen mittels Kruskal-Wallis-Test (fett =
statistisch signifikant)

Placebo AMD PMEA | AMD/PMEA
Placebo 0,307 0,005 <0,001
AMD 0,307 0,002 <0,001
PMEA 0,005 0,002 0,880
AMD/PMEA <0,001 <0,001 0,880
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Tab. 27: Mittelwerte und Standardabweichungen der Erythrozytenzahl (in 10°/ul)
der Katzen in den vier Behandlungsgruppen in Woche 0, 2, 4 und 6

Woche Gruppe
Placecbo AMD PMEA AMD/PMEA
0 Mittelwert 8,57 8,79 9,07 8,80
Standardabweichung 1,69 1,66 1,60 1,23
2 Mittelwert 8,12 8,93 7,75 7,73
Standardabweichung 1,72 1,34 1,71 1,59
4 Mittelwert 8,23 9,02 6,52 6,73
Standardabweichung 1,93 1,69 1,67 1,55
6 Mittelwert 8,29 8,91 6,22 5,84
Standardabweichung 2,07 1,05 2,16 1,58

Tab. 28: Durchschnittliche Anderung der Erythrozytenzahl (in 10°/ul) zwischen
Therapieanfang und Therapieende

Gruppe
Placebo AMD PMEA AMD/PMEA
Anfangswert 8,57 8,79 9,07 8,80
Endwert 8,29 8,91 6,22 5,84
Verinderung -0,28 0,12 -2,85 -2,96

3.2.1.2. Himoglobin

Im Therapieverlauf kam es in allen Gruppen zu einem durchschnittlichen Abfall
des Hamoglobins, die Anfangswerte wurden in keiner Gruppe wieder erreicht. Bei
den Katzen in der AMD-Gruppe fiel der Himoglobinwert im Durchschnitt um 0,1
mmol/l, bei denen der Placebogruppe um 0,45 mmol/l. Am deutlichsten fielen die
durchschnittlichen Hamoglobinwerte der Katzen in der PMEA- und der
AMD/PMEA-Gruppe. Bei den Katzen der PMEA-Gruppe kam es zu einem Abfall
um 1,84 mmol/l und bei den Katzen der AMD/PMEA-Gruppe fiel der
Himoglobinwert um 1,64 mmol/l (Abb. 19; Tab. 30 und 31). Die Anderung der
Héamoglobinwerte zwischen Therapieanfang und -ende unterschied sich statistisch
signifikant im Einzelvergleich mittels Kruskal-Wallis-Test zwischen der Placebo-
und der PMEA-Gruppe und zwischen der AMD- und der PMEA- bzw. der
AMD/PMEA-Gruppe (Tab. 29).
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Abb. 19: Anderung der Himoglobinwerte (in mmol/l) in den vier
Behandlungsgruppen im Verlauf der Therapie

Tab. 29: Statistischer Vergleich der Unterschiede (p-Wert) der Himoglobinwerte
in den verschiedenen Behandlungsgruppen mittels Kruskal-Wallis-Test (fett =
statistisch signifikant)

Placebo AMD PMEA AMD/PMEA
Placebo 0,199 0,023 0,082
AMD 0,199 0,003 0,034
PMEA 0,023 0,003 0,880
AMD/PMEA 0,082 0,034 0,880

Tab. 30: Mittelwerte und Standardabweichungen der Hémoglobinwerte (in
mmol/l) der Katzen in den vier Behandlungsgruppen in Woche 0, 2, 4 und 6

Woche Gruppe
Placecbo AMD PMEA AMD/PMEA
0 Mittelwert 7,42 7,77 7,96 7,48
Standardabweichung 1,6 1,20 1,41 0,90
2 Mittelwert 7,02 7,77 6,88 6,61
Standardabweichung 1,55 0,83 1,35 1,23
4 Mittelwert 7,18 7,93 6,24 6,08
Standardabweichung 1,71 1,02 1,51 1,30
6 Mittelwert 6,97 7,67 6,12 5,84

Standardabweichung 1,90 0,67 1,66 1,43
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Tab. 31: Durchschnittliche Anderung der Himoglobinwerte (in mmol/l) zwischen
Therapieanfang und Therapieende

Gruppe
Placebo AMD PMEA  AMD/PMEA
Anfangswert 7,42 7,77 7,96 7,48
Endwert 6,97 7,67 6,12 5,84
Veridnderung -0,45 -0,1 -1,84 -1,64

3.2.1.3. Hamatokrit

Im Durchschnitt sanken die Hadmatokritwerte aller Gruppen im Verlauf der
Therapie, die Anfangswerte wurden nicht wieder erreicht. In der Placebogruppe
kam es im Durchschnitt zu einem Abfall des Himatokrits um 1,7 %, in der AMD-
Gruppe um 0,5 %. Der Hamatokrit fiel in AMD/PMEA-Gruppe um 8,5 % und in
der PMEA-Gruppe um 9,5 % ab (Abb. 20; Tab. 33 und 34). Die Anderung der
Hématokritwerte zwischen Therapieanfang und -ende unterschied sich statistisch
signifikant im Einzelvergleich mittels Kruskal-Wallis-Test zwischen der Placebo-
und der PMEA- bzw. der AMD/PMEA-Gruppe und zwischen der AMD- und der
PMEA- bzw. der AMD/PMEA-Gruppe (Tab. 32).
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1: Placebo 2: AMD 3:PMEA 4: AMD/PMEA

Abb. 20: Anderung des Himatokrits (in %) in den vier Behandlungsgruppen im
Verlauf der Therapie
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Tab. 32: Statistischer Vergleich der Unterschiede (p-Wert) des Hamatokrits in den
verschiedenen Behandlungsgruppen mittels Kruskal-Wallis-Test (fett = statistisch
signifikant)

Placebo AMD PMEA | AMD/PMEA
Placebo 0,649 0,004 0,049
AMD 0,649 0,003 0,028
PMEA 0,004 0,003 1,000
AMD/PMEA 0,049 0,028 1,000

Tab. 33: Mittelwerte und Standardabweichungen des Hadmatokrits (in %) der
Katzen in den vier Behandlungsgruppen in Woche 0, 2, 4 und 6

Woche Gruppe
Placebo AMD PMEA AMD/PMEA
0 Mittelwert 36,6 38,2 39,5 36,4
Standardabweichung 0,08 0,06 0,06 0,04
2 Mittelwert 34,8 37,8 33,8 31,3
Standardabweichung 0,08 0,04 0,07 0,09
4 Mittelwert 34,9 38,0 30,0 29,5
Standardabweichung 0,08 0,05 0,07 0,07
6 Mittelwert 34,9 37,7 30,0 27,9
Standardabweichung 0,09 0,03 0,08 0,08

Tab. 34: Durchschnittliche Anderung des Himatokrits (in %) zwischen
Therapieanfang und Therapieende

Gruppe
Placebo AMD PMEA  AMD/PMEA
Anfangswert 36,6 38,2 39,5 36,4
Endwert 34,9 37,7 30,0 27,9
Veridnderung -1,7 -0,5 -9,5 -8,5

3.2.1.4. Leukozyten

Bei den Katzen der PMEA-Gruppe kam es wihrend der Therapie zu einem Abfall
der Leukozytenzahl um durchschnittlich 1698 Zellen/ul. In den anderen Gruppen
wurde jeweils ein Ansteigen der Leukozytenzahl beobachtet. In der AMD-Gruppe
zeigte sich ein durchschnittlicher Anstieg um 2646 Zellen/ul, in der AMD/PMEA-
Gruppe um 1748 Zellen/ul und in der Placebogruppe um 1642 Zellen/ul (Tab.

35). Die Anderung der Leukozytenzahl zwischen Therapiebeginn und -ende
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unterschied sich im Einzelvergleich der vier Gruppen im Kruskal-Wallis-Test

nicht statistisch signifikant (Tab. 36).

Tab. 35: Mittelwerte und Standardabweichungen der Leukozytenzahl (in
Zellen/ul) der Katzen in den vier Behandlungsgruppen in Woche 0, 2, 4 und 6

Woche Gruppe
Placebo AMD PMEA AMD/PMEA

0 Mittelwert 7832 8941 9452 8435
Standardabweichung 4559 4673 2730 6380

2 Mittelwert 9356 13426 8126 11216
Standardabweichung 5709 7926 3897 5340

4 Mittelwert 8652 13425 8004 9034
Standardabweichung 7205 7661 4424 4907

6 Mittelwert 9474 11587 7754 10183
Standardabweichung 10257 6400 5055 5860

Tab. 36: Durchschnittliche Anderung der Leukozytenzahl (in Zellen/ul) zwischen
Therapieanfang und Therapieende

Gruppe
Placebo AMD PMEA  AMD/PMEA
Anfangswert 7832 8941 9452 8435
Endwert 9474 11587 7754 10183
Verdnderung 1642 2646 -1698 1748

3.2.1.5. Neutrophile Granulozyten

Bei den Katzen der AMD/PMEA, der AMD- und der Placebogruppe stieg die
durchschnittliche Anzahl der neutrophilen Granulozyten im Therapieverlauf an, in
der Placebogruppe um 1814 Zellen/ul, in der AMD-Gruppe um 1423 Zellen/pl
und in der AMD/PMEA-Gruppe um 1000 Zellen/ul. In der PMEA-Gruppe kam es
zu einem Abfall um 1043 Zellen/ul. Zu keinem Zeitpunkt lagen die
Durchschnittswerte der einzelnen Gruppen unterhalb des Referenzbereiches (Abb.
21; Tab. 38 und 39). Die Anderung der Zahl neutrophiler Granulozyten zwischen
Therapieanfang und -ende unterschied sich statistisch signifikant im
Einzelvergleich mittels Kruskal-Wallis-Test zwischen der PMEA-Gruppe und der
AMD- bzw. der Placebo-Gruppe (Tab. 37).
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Abb. 21: Anderung der Zahl neutrophiler Granulozyten (in Zellen/pl) in den vier
Behandlungsgruppen im Verlauf der Therapie

Tab. 37: Statistischer Vergleich der Unterschiede (p-Wert) der Zahl neutrophiler
Granulozyten in den verschiedenen Behandlungsgruppen mittels Kruskal-Wallis-
Test (fett = statistisch signifikant)

Placebo AMD PMEA |AMD/PMEA
Placebo 0,257 0,049 0,545
AMD 0,257 0,049 0,257
PMEA 0,049 0,049 0,082
AMD/PMEA 0,545 0,257 0,082

Tab. 38: Mittelwerte und Standardabweichungen der Zahl neutrophiler
Granulozyten (in Zellen/ul) der Katzen in den vier Behandlungsgruppen in Woche
0,2,4und 6

Woche Gruppe
Placebo AMD PMEA AMD/PMEA
0 Mittelwert 4744 4519 5388 4314
Standardabweichung 3607 3272 1719 3027
2 Mittelwert 5610 6889 4707 5625
Standardabweichung 3972 4283 2598 2733
4 Mittelwert 5247 7614 4800 4798
Standardabweichung 5504 7682 3614 3471
6 Mittelwert 6558 5942 4345 5314

Standardabweichung 8547 4499 3629 4508
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