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I. EINLEITUNG 

Das feline Leukämievirus (FeLV) wurde 1964 erstmals entdeckt (JARRETT et 

al., 1964). FeLV ist ein Gammaretrovirus (HOOVER & MULLINS, 1991). Durch 

die eigene Reverse Transkriptase (RT) kann es seine einzelsträngige 

Ribonukleinsäure (RNA) in eine Desoxyribonukleinsäure (DNA) umschreiben 

(PEDERSEN, 1990) und diese in das Wirtszellgenom integrieren (JARRETT, 

1999). Es gibt bis heute keine nachweislich wirksame Therapie gegen die FeLV-

Infektion. Viele antivirale Medikamente haben Nebenwirkungen und sind daher 

nur eingeschränkt einsetzbar (HASCHEK et al., 1990; HOOVER et al., 1990; 

ZEIDNER et al., 1990; HARTMANN et al., 1992). Ein neuer Therapieansatz ist 

eine spezifisch synthetisierte, einem viralen Genabschnitt komplementäre, 21 bis 

23 Nukleotid-lange RNA (small interfering RNA, siRNA) (HAMMOND et al., 

2000; ZAMORE et al., 2000; KETTING, 2011). SiRNAs hemmen die 

Virusvermehrung post-transkriptional, indem sie komplementär an die virale 

Zielsequenz binden (BAULCOMBE, 1999; ELBASHIR et al., 2001a; 

SONTHEIMER, 2005).  

Die antivirale Wirksamkeit von siRNAs wurde bisher in vitro gegen Infektionen 

mit dem humanen Immunschwächevirus (HIV) des Menschen (CAPODICI et al., 

2002), gegen Infektionen mit dem felinen Immundefizienzvirus (FIV) (BABA et 

al., 2007; BABA et al., 2008), felinen Coronavirus (FCoV) (MCDONAGH et al., 

2011) und felinen Herpesvirus-1 (FHV-1) der Katzen (WILKES & KANIA, 

2009), gegen Infektionen mit dem caninen Parvovirus der Hunde (HE et al., 2012) 

und gegen Infektionen mit dem murinen Leukämievirus (MuLV) der Mäuse (YE 

& JIN, 2006) untersucht. Ziel der vorliegenden Studie war es, die antivirale 

Wirksamkeit spezifisch synthetisierter siRNAs gegen eine FeLV-Replikation in 

vitro zu untersuchen.  
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II. LITERATURÜBERSICHT 

1. Wirksamkeit antiviraler Hemmstoffe auf die Vermehrung 

des felinen Leukämievirus in vitro 

Eine FeLV-Infektion kann bei Katzen Immunsuppression, 

Knochenmarksuppression und Tumore hervorrufen (HARDY et al., 1976). In 

vielen in-vitro- und in-vivo-Studien wurde die Wirksamkeit antiviraler 

Chemotherapeutika gegen FeLV untersucht (TAVARES et al., 1987; TAVARES 

et al., 1989; ZEIDNER et al., 1989; HOOVER et al., 1990; POLAS et al., 1990; 

SWENSON et al., 1990; ZEIDNER et al., 1990; HOOVER et al., 1991; 

SWENSON et al., 1991; HARTMANN et al., 1992; BOENZLI et al., 2011; 

CATTORI et al., 2011; GREGGS et al., 2012).  

Obwohl HIV ein Lentivirus und FeLV ein Gammaretrovirus ist, wurden aufgrund 

ihrer großen Ähnlichkeit viele der gegen HIV wirksamen Medikamente auch 

gegen FeLV erforscht (GREGGS et al., 2012). Antiretrovirale Chemotherapeutika 

können in verschiedene Abschnitte des viralen Vermehrungszyklus eingreifen und 

eine Virusvermehrung hemmen. Sie werden je nach Angriffsziel innerhalb des 

viralen Zyklus in Hemmstoffe der RT, der Protease, der Integrase und in 

Eintrittshemmstoffe eingeteilt (DE CLERCQ, 2009; ARTS & HAZUDA, 2012; 

DE CLERCQ, 2013). Abbildung 1 veranschaulicht die einzelnen Schritte eines 

retroviralen Vermehrungszyklus am Beispiel von HIV.  

Bis heute gibt es nachweislich keine wirksame Therapie für die Behandlung 

FeLV-infizierter Katzen. Die eingesetzten antiviralen Wirkstoffe sind entweder in 

vivo nicht ausreichend wirksam oder zu toxisch (POLAS et al., 1990; SWENSON 

et al., 1990; HARTMANN et al., 1992; GREGGS et al., 2012).  
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Abbildung 1 (DE CLERCQ, 1995): Schematische Darstellung des 

retroviralen Vermehrungszyklus am Beispiel von HIV. Bindung des Virus an 

die Wirtszelloberfläche (1), Viruseintritt in die Wirtszelle (2), Freisetzung des 

Nukleokapsids (virales Genom, RT, Protease, Integrase; 3), virale reverse 

Transkription (4), Integration der proviralen DNA in das Wirtszellgenom (5), 

Replikation (6), Transkription (7), Translation (8), Reifung (9), Knospung und 

Freisetzung gebildeter Viruspartikel (10). 

 

1.1. Hemmstoffe der Reversen Transkriptase 

Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (RTI) sind Medikamente, die die virale RT und 

dadurch die Virusvermehrung hemmen. Die RT ist eine RNA-abhängige DNA-

Polymerase, die die virale RNA in eine DNA umschreibt. Die virale DNA kann 

dann in das Wirtszellgenom integriert werden. Zu den RTI zählen nukleosidische 

RTI (NRTI), nukleotidische RTI (NtRTI) und nicht-nukleosidische RTI (NNRTI) 

(DE CLERCQ, 2009). 

1.1.1. Nukleosidische Hemmstoffe und deren Wirkmechanismus 

NRTI sind 2‘, 3‘-Didesoxynukleosid-Analoga (DE CLERCQ, 2009). Sie zählen 

zu den ersten antiviralen Chemotherapeutika, die von der Federal Drug and Food 
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Administration (FDA) zur Behandlung von HIV zugelassen wurden (YOUNG, 

1988).  

NRTI unterscheiden sich durch eine fehlende 3‘-Hydroxygruppe von den 

natürlich vorkommenden Nukleosiden. NRTI werden in der Zelle dreifach 

phosphoryliert und dadurch aktiviert. Danach werden sie während der reversen 

Transkription von der RT als falscher Baustein in den DNA-Strang eingebaut. 

Durch die fehlende Hydroxygruppe kommt es zum Kettenabbruch. Die 

Virusreplikation wird somit gestoppt (DE CLERCQ, 2009).  

Die Wirksamkeit der einzelnen NRTI unterscheidet sich bei Lentiviren (HIV, 

FIV) und Oncoretroviren (MuLV, FeLV) (OPERARIO et al., 2005). Auch wenn 

FeLV und HIV eine große Ähnlichkeit besitzen, ist der Aufbau ihrer RT 

unterschiedlich. Bei HIV und FIV besteht das aktive Zentrum der RT aus einem 

Tyrosin-Methionin-Aspartat-Aspartat-(YMDD-)Motiv (POCH et al., 1989; 

BARBER et al., 1990). Bei FeLV ist das Methionin durch die Aminosäure Valin 

ersetzt (YVDD) (DONAHUE et al., 1988). Die Aminosäure (Methionin oder 

Valin) im aktiven Zentrum der RT der Retroviren, ist ausschlaggebend für die 

Aufnahmefähigkeit eines NRTI (POCH et al., 1989; BOYER et al., 2001; 

OPERARIO et al., 2005). So sind NRTI mit einem modifizierten Zucker (zum 

Beispiel (z. B.) Lamivudin) gegen HIV und FIV wirksam und bei MuLV und 

FeLV kaum (CHERRINGTON et al., 1996; REZENDE et al., 1998; BOYER et 

al., 2001; OPERARIO et al., 2005). Durch die Aminosäure Valin bei MuLV und 

FeLV wird der Einbau von NRTI mit modifizierten Zuckern räumlich behindert 

(BOYER et al., 2001; OPERARIO et al., 2005).  

1.1.1.1. Zidovudin 

Das Thymidinanalogon Zidovudin (3‘-Azido-3‘-Desoxythymidin, Azidothymidin, 

AZT) wurde 1964 erstmalig synthetisiert (HORWITZ et al., 1964; LIN & 

PRUSOFF, 1978). AZT wurde 1987 als erstes Medikament für die Behandlung 

HIV-infizierter Menschen zugelassen (DE CLERCQ, 2013). Auch die antivirale 

Wirksamkeit von AZT gegen FeLV wurde in verschiedenen Studien untersucht 

(TAVARES et al., 1987; TAVARES et al., 1989; HOOVER et al., 1990; 

ZEIDNER et al., 1990; ZEIDNER et al., 1993, 1995). AZT gehört zu den am 

besten erforschten antiviralen Medikamenten in der Tiermedizin (HARTMANN, 

2012).  
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AZT unterdrückt eine FeLV-Vermehrung in vitro. In den Studien wurde AZT 24 

Stunden bis 45 Minuten vor einer FeLV-Infektion zu den Zellkulturen gegeben. In 

allen Studien wurde die FeLV-Vermehrung durch unterschiedliche AZT-

Konzentrationen zu 40 % bis 100 % unterdrückt (TAVARES et al., 1987; 

TAVARES et al., 1989; HOOVER et al., 1990; ZEIDNER et al., 1990; MATHES 

et al., 1992; MUKHERJI et al., 1994) (Tabelle 1). Eine Zytotoxizität wurde bei 

einer AZT-Konzentration von 100 µg/ml in U937-Zellen beobachtet. In den 

U937-Zellen war die AZT-Aufnahmekapazität geringer. Dadurch akkumulierte 

sich AZT im Zellkulturüberstand, wodurch eine Zytotoxizität ausgelöst wurde. In 

anderen Zelllinien (MOLT4, HT1080) wurde keine Zytotoxizität gefunden 

(MUKHERJI et al., 1994).  

AZT wird aufgrund seiner Nebenwirkungen in vivo nur selten zur Therapie der 

FeLV-Infektion angewendet. Es verursacht meistens eine aregenerative Anämie 

und Neutropenie bei Katzen (HASCHEK et al., 1990; HARTMANN et al., 1992). 

Bei persistent infizierten Katzen ist AZT kaum wirksam (TAVARES et al., 1987).  

1.1.1.2. Zalcitabin 

Das Cytosinanalogon Zalcitabin (2‘, 3‘-Didesoxycytidin, ddC) wurde 1966 

entwickelt (HORWITZ et al., 1966). In Studien wurde die antivirale Wirksamkeit 

von ddC gegen HIV nachgewiesen (MITSUYA & BRODER, 1986; DAHLBERG 

et al., 1987). 1992 wurde Zalcitabin von der FDA für die Behandlung von HIV-

Patienten zugelassen, allerdings 2006 wieder vom Markt genommen, da andere 

noch besser wirksame NRTI verfügbar wurden (FDA, 2015d). 

Zalcitabin hemmt in vitro die FeLV-Vermehrung. Es wurde 24 Stunden bis 45 

Minuten vor oder gleichzeitig mit einer FeLV-Infektion zu den Zellen gegeben, 

um die wirksame Konzentration und das antivirale Hemmpotential von ddC 

nachzuweisen (TAVARES et al., 1989; ZEIDNER et al., 1989; POLAS et al., 

1990) (Tabelle 2). In chronisch infizierten FL74-Zellen wurde bei einer ddC-

Konzentration bis zu 64 µM kein antiviraler Hemmeffekt beobachtet (POLAS et 

al., 1990). 12 – 20 µg/ml ddC waren in einer Studie zytotoxisch (ZEIDNER et al., 

1989). In einer anderen Studie wurde dagegen keine Zytotoxizität beobachtet 

(POLAS et al., 1990).  

Zalcitabin ist in wirksamen Hemmstoffkonzentrationen bei Katzen sehr toxisch. 

Schon geringe Konzentrationen führen zu einer chronisch progressiven 
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Thrombozytopenie. Für Katzen verträgliche Konzentrationen haben kaum eine 

Wirksamkeit gegen FeLV (POLAS et al., 1990).  

1.1.1.3. Didanosin 

Didanosin (2‘, 3‘-Didesoxyinosin, ddI) ist ein Inosinanalogon. Seine antivirale 

Wirksamkeit gegen HIV wurde 1986 erstmalig entdeckt (MITSUYA & 

BRODER, 1986). Seit 1991 ist ddI für die Behandlung von HIV-infizierten 

Menschen zugelassen (FDA, 2015a). Seit 2013 ist es auch für die Behandlung von 

HIV im Vereinigten Königreich und einigen Mitgliedstaaten der Europäischen 

Union zugelassen (EMA, 2015b). 

Intrazellulär wird ddI in das aktive Didesoxyadenosin-Triphosphat umgewandelt 

(PERRY & BALFOUR, 1996). Es unterdrückt wie AZT und ddC eine FeLV-

Vermehrung in vitro. Die Zellen wurden 24 Stunden bis 45 Minuten vor einer 

FeLV-Infektion mit ddI behandelt (TAVARES et al., 1989; MUKHERJI et al., 

1994) (Tabelle 3). 100 µg/ml ddI waren in U937-Zellen zytotoxisch. Die 50%ige 

hemmende Konzentration war zehn bis 20 Mal niedriger als die zytotoxische 

Dosis und hatte keinen Einfluss auf die Zellviabilität (MUKHERJI et al., 1994). 

1.1.1.4. Gemcitabin 

Gemcitabin (2‘, 2‘-Difluoro-2‘-Desoxycytidin) ist ein Cytosinanalogon. Es ist seit 

2006 für die Behandlung von Ovarialkarzinomen, Mammakarzinomen, 

Pankreaskarzinomen und beim nicht-kleinzelligem Lungenkrebs des Menschen 

zugelassen (FDA, 2015b). Die Wirksamkeit von Gemcitabin gegen HIV wurde 

ebenfalls nachgewiesen (CLOUSER et al., 2010). Bislang wurde in einer Studie 

die Wirksamkeit von Gemcitabin gegen eine FeLV-Replikation in vitro 

untersucht. Dafür wurden CrFK-Zellen zwei Stunden vor FeLV-Infektion mit 

Gemcitabin behandelt. Die Anzahl der infizierten Zellen wurde nach zwei Tagen 

mittels Duchflusszytometrie bestimmt (Tabelle 4). Eine Zytotoxizität wurde nur 

bei einer sehr hohen Konzentration (0,23 µM) beobachtet (GREGGS et al., 2012).  

Gemcitabin hat einen modifizierten Zuckerrest. Durch die Aminosäure Valin im 

aktiven Zentrum der FeLV-RT, kann die Aufnahme eines NRTI mit einem 

modifizierten Zuckerrest blockiert werden (OPERARIO et al., 2005). Trotzdem 

wurde durch Gemcitabin die FeLV-Vermehrung effektiv gehemmt (GREGGS et 

al., 2012). Gemcitabin könnte nicht als Substrat der RT während der viralen 

Replikation in die DNA eingebaut worden sein, sondern die virale Vermehrung 
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durch eine Interaktion mit den dafür benötigten Desoxyribonukleosid-

triphosphaten behindert haben. Diese werden normalerweise von der RT während 

der Elongationsphase der viralen Replikation für die Bildung eines 

komplementären viralen Stranges zum Matrizenstrang gebraucht (BEBENEK et 

al., 1992; GREGGS et al., 2012).  

Gemcitabin wird bei Menschen intravenös appliziert. Die Bioverfügbarkeit von 

oral verabreichten Gemcitabin ist gering. Dies liegt an der geringen intestinalen 

Permeabilität und dem schnellen enzymatischen Abbau über Cytidin-

Desaminasen. Durch die rasche Phosphorylierung der 5‘-Hydroxygruppe in der 

Leber akkumuliert Gemcitabin. Dadurch kann kein ausreichender Wirkspiegel 

erreicht werden (CLOUSER et al., 2010). Als Prodrug wird die intestinale 

Permeabilität verbessert und die Phosphorylierung in der Leber und 

Akkumulation von Gemcitabin vermindert (MOYSAN et al., 2013). Durch die 

zusätzliche Gabe von Tetrahydrouridin (Cytidin-Desaminase-Inhibitor) kann die 

Desaminierung von Gemcitabin unterdrückt werden (CLOUSER et al., 2014).  

1.1.1.5. Decitabin 

Decitabin (5-Aza-2‘-Desoxycytidin) zählt ebenfalls zu den Cytosinanaloga. In den 

Vereinigten Staaten ist es seit 2006 zur Behandlung des myelodysplastischen 

Syndroms in der Humanmedizin zugelassen (GARCIA et al., 2010; FDA, 2015c). 

Seit 2012 ist Decitabin in der Europäischen Union zur Behandlung der akuten 

myelodischen Leukämie des Menschen zugelassen (EMA, 2015a). Kürzlich 

wurde eine antivirale Wirksamkeit von Decitabin gegen HIV nachgewiesen 

(CLOUSER et al., 2014).  

In einer in-vitro-Studie wurde auch die antivirale Wirksamkeit von Decitabin 

gegen FeLV untersucht. Dafür wurden CrFK-Zellen zwei Stunden vor einer 

FeLV-Infektion mit Decitabin behandelt. Nach zwei Tagen wurde die Anzahl 

infizierter Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Weiterhin wurde die 

50%ige Hemmstoffkonzentration nachgewiesen (Tabelle 5). Konzentrationen von 

mehr als 158 µM waren zytotoxisch (GREGGS et al., 2012).  

Auch Decitabin wird bei Menschen intravenös verabreicht. Als Prodrug wird es 

erst intrazellular aktiviert. Wie Gemcitabin erreicht oral gegebenes Decitabin 

keinen ausreichenden Wirkspiegel, da es intestinal schlecht absorbiert und 

enzymatisch schnell abgebaut wird (CLOUSER et al., 2014) . 
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Tabelle 1: Wirksamkeit von Zidovudin gegen FeLV in vitro (FeLV, felines Leukämievirus; CrFK, Crandell-Rees feline kidney; Min., Minuten; 

Std., Stunden; ELISA, Enzyme-linked Immunosorbent Assay; µM, Mikromol; *, Konzentration in Mikromol bei einem Molekulargewicht von 

267,24 Gramm pro Mol; ±, mittlere Standardabweichung) 

FeLV Zellen 

Therapiebeginn 

vor/gleichzeitig/nach 

FeLV-Infektion der 

Zellen 

Nachweismethode 

Wirksame 

Hemmstoff-

konzentration 

(µM) 

Hemmung der FeLV-

Replikation Studie 
Hemmung 

(%) 

Tag nach 

Infektion 

A/Rickard 81C 45 Min. vorher focus induction assay 50 – 100 100 12 TAVARES et al., 1987; 

TAVARES et al., 1989 

A/Rickard 81C 45 Min. vorher focus induction assay 1 60 12 TAVARES et al., 1987; 

TAVARES et al., 1989 

61C/E CrFK 24 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 0,0019 – 

0,019* 
100 4 HOOVER et al., 1990; 

ZEIDNER et al., 1990 

61C/E CrFK 24 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 0,000037* 40 4 HOOVER et al., 1990; 

ZEIDNER et al., 1990 

A/Rickard 3201 18 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 0,011 90 5 MATHES et al., 1992 

A/Rickard 3201 18 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 0,0046 50 5 MATHES et al., 1992 

C/Sarma MOLT4 24 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 0,02 ± 0,006 50 11 MUKHERJI et al., 1994 

C/Sarma HT1080 24 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 1,75 ± 0,86 50 11 MUKHERJI et al., 1994 

C/Sarma U937 24 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 2,31 ± 1,3 50 11 MUKHERJI et al., 1994 
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Tabelle 2: Wirksamkeit von Zalcitabin gegen FeLV in vitro (FeLV, felines Leukämievirus; CrFK, Crandell-Rees feline kidney; SPF-K (3/3), 

Knochenmarkszellen drei spezifisch-Pathogen-freier Katzen; Std., Stunden; Min., Minuten; ELISA, Enzyme-linked Immunosorbent Assay; 
#
, 

infektiöser Zellkulturüberstand als Inokulum in 81C-Zellen; µM, Mikromol; *, Konzentration in Mikromol bei einem Molekulargewicht von 211,22 

Gramm pro Mol) 

FeLV Zellen 

Therapiebeginn 

vor/gleichzeitig/nach 

FeLV-Infektion der 

Zellen 

Nachweismethode 

Wirksame 

Hemmstoff-

konzentration 

(µM) 

Hemmung der FeLV-

Replikation Studie 
Hemmung 

(%) 

Tag nach 

Infektion 

61C/E 81C 24 Std. vorher focus induction assay 0,047* 90 10 ZEIDNER et al., 1989 

61C/E 81C 24 Std. vorher focus induction assay 0,024* 70 10 ZEIDNER et al., 1989 

61C/E CrFK 24 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 0,047* 90 10 ZEIDNER et al., 1989 

61C/E CrFK 24 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 0,024* 70 10 ZEIDNER et al., 1989 

A/Rickard 81C 45 Min. vorher focus reduction assay 10 100 12 TAVARES et al., 1989 

A/Rickard 81C 45 Min. vorher focus reduction assay 5 90 12 TAVARES et al., 1989 

A/Fea 3201 gleichzeitig indirect focal infectivity assay
#
 10 90 5 POLAS et al., 1990 

A/Fea 3201 gleichzeitig indirect focal infectivity assay
#
 5 70 5 POLAS et al., 1990 

A/Fea 81C gleichzeitig direct focal reduction assay 12,13 80 10 POLAS et al., 1990 

A/Fea 81C gleichzeitig direct focal reduction assay 0,1 60 10 POLAS et al., 1990 

A/Fea SPF-K 

(3/3) 
gleichzeitig indirect focal infectivity assay

#
 43 – 128 (2/3) 80 7 POLAS et al., 1990 
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A/Fea SPF-K 

(3/3) 
gleichzeitig indirect focal infectivity assay

#
 128 – 384 (1/3) 80 7 POLAS et al., 1990 

 

 

Tabelle 3: Wirksamkeit von Didanosin gegen FeLV in vitro (FeLV, felines Leukämievirus; Min., Minuten; Std., Stunden; ELISA, Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay; µM, Mikromol; ±, mittlere Standardabweichung) 

FeLV Zellen 

Therapiebeginn  

vor/gleichzeitig/nach 

FeLV-Infektion der 

Zellen 

Nachweismethode 

Wirksame 

Hemmstoff-

konzentration 

(µM) 

Hemmung der FeLV-

Replikation Studien 
Hemmung 

(%) 

Tag nach 

Infektion 

A/Rickard 81C 45 Min. vorher focus reduction assay 100 60 12 TAVARES et al., 1989 

A/Rickard 81C 45 Min. vorher focus reduction assay 50 50 12 TAVARES et al., 1989 

C/Sarma MOLT4 24 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 4,31 ± 1,29 50 11 MUKHERJI et al., 1994 

C/Sarma HT1080 24 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 9,52 ± 3,93 50 11 MUKHERJI et al., 1994 

C/Sarma U937 24 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 43,5 ± 40,9 50 11 MUKHERJI et al., 1994 

 

 



II. Literaturübersicht  11 

Tabelle 4: Wirksamkeit von Gemcitabin gegen FeLV in vitro (FeLV, felines Leukämievirus; CrFK, Crandell-Rees feline kidney; Std., Stunden; 

µM, Mikromol) 

FeLV Zellen 

Therapiebeginn 

vor/gleichzeitig/nach 

FeLV-Infektion der 

Zellen 

Nachweismethode 

Wirksame 

Hemmstoff-

Konzentration 

(µM) 

Hemmung der FeLV-

Replikation Studie 
Hemmung 

(%) 

Tag nach 

Infektion 

61E/C CrFK 2 Std. vorher Durchflusszytometrie 0,025  50  2 GREGGS et al., 2012 

 

 

Tabelle 5: Wirksamkeit von Decitabin gegen FeLV in vitro (FeLV, felines Leukämievirus; CrFK-Zellen, Crandell-Rees feline kidney; Std., 

Stunden; µM, Mikromol) 

FeLV Zellen 

Therapiebeginn 

vor/gleichzeitig/nach 

FeLV-Infektion der 

Zellen 

Nachweismethode 

Wirksame 

Hemmstoff-

Konzentration 

(µM) 

Hemmung der FeLV-

Replikation Studie 
Hemmung 

(%) 

Tag nach 

Infektion 

61E/C CrFK 2 Std. vorher Durchflusszytometrie 0,44  50 2 GREGGS et al., 2012 
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1.1.2. Nukleotidische Hemmstoffe und deren Wirkmechanismus 

NtRTI sind Nukleotidanaloga. Daher müssen sie im Gegensatz zu den 

Nukleosidanaloga für eine Aktivierung intrazellulär nur zweifach phosphoryliert 

werden. NtRTI werden wie NRTI von der viralen RT in die DNA eingebaut, um 

die virale Replikation zu hemmen (DE CLERCQ, 2009). Adefovir und Tenofovir 

gehören zu den NtRTI und sind azyklische Nukleosidphosphonate. Durch ihre 

Phosphonatgruppe (direkte Kohlenstoff-Phosphat-Bindung) können sie nicht 

hydrolytisch gespalten werden (PERTUSATI et al., 2014). Daher sind azyklische 

Nukleosidphosphonate am terminalen 3‘-Ende der DNA stabiler als NRTI (DE 

CLERCQ, 2009).  

1.1.2.1. Adefovir 

Adefovir ((9-(2-Phosphonomethoxypropyl)Adenin), PMEA) ist ein Adenosin-

analogon und gehört zu den azyklischen Nukleosidphosphonaten (PERTUSATI et 

al., 2014). Es wurde 1989 erstmalig entdeckt (BRONSON et al., 1989). In der 

Humanmedizin wird Adefovir für die Behandlung von Hepatitis-B-Virus (HBV)-

infizierten Menschen eingesetzt (DE CLERCQ, 2011).  

Adefovir entsteht nach oraler Aufnahme aus dem Prodrug Adefovirdipivoxil (DE 

CLERCQ, 2011). Die antivirale Wirksamkeit von PMEA wurde gegen FeLV in 

vitro untersucht (Tabelle 6). Die Zellkulturen wurden 24 Stunden vor einer FeLV-

Infektion mit PMEA behandelt. Nach elf Tagen wurde der zytopathische Effekt 

durch FeLV in 3201-Zellen gemessen. Dabei hemmten 6,81 – 16,3 µM PMEA 

den zytopathischen Effekt um mehr als 50 %. Allerdings beeinflussten diese 

Hemmstoffkonzentrationen die Zellviabilität. Nach elf Tagen war kein antiviraler 

Hemmeffekt in den FeLV-infizierten 3201-Zellen mehr nachweisbar (HOOVER 

et al., 1991).  

Die antivirale Wirksamkeit von PMEA wurde auch bei Katzen untersucht. PMEA 

ist in wirksamen Hemmstoffkonzentrationen toxisch (hochgradige aregenerative 

Anämie). Daher kann keine Langzeittherapie mit PMEA gegen FeLV empfohlen 

werden (HARTMANN et al., 1992).  

1.1.2.2. Tenofovir  

Tenofovir ((R)-9-(2-Phosphonylmethoxyphenyl)Adenin, (R)-PMPA)) ist 

ebenfalls ein Adenosinanalogon und gehört zu den azyklischen 
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Nukleosidphosphonaten (PERTUSATI et al., 2014). Es wurde erstmalig 1993 

beschrieben (BALZARINI et al., 1993). Tenofovir wird zur Behandlung von 

HIV- und HBV-infizierten Menschen eingesetzt (DE CLERCQ, 2009, 2011). Es 

entsteht im Körper aus dem zugelassenen Prodrug Tenofovirdisoproxil (TDF) 

(DE CLERCQ, 2009).  

Die antivirale Wirksamkeit von TDF gegen FeLV wurde kürzlich untersucht. Die 

Zellen wurden zwei Stunden vor einer FeLV-Infektion mit TDF behandelt 

(Tabelle 7). Eine Zytotoxizität wurde erst bei einer Konzentration von mehr als 

20 µM beobachtet. Diese Konzentration ist allerdings zehn Mal höher als die 

mittlere Hemmstoffkonzentration (GREGGS et al., 2012).  
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Tabelle 6: Wirksamkeit von Adefovir gegen FeLV in vitro (FeLV, felines Leukämievirus; CrFK-Zellen, Crandell-Rees feline kidney; Std., 

Stunden; ELISA, Enzyme-linked Immunosorbent Assay; µM; Mikromol) 

FeLV Zellen 

Therapiebeginn 

vor/gleichzeitig/nach 

FeLV-Infektion der 

Zellen 

Nachweismethode 

Wirksame 

Hemmstoff-

Konzentration 

(µM) 

Hemmung der FeLV-

Replikation Studie 
Hemmung 

(%) 

Tag nach 

Infektion 

61E 81C 24 Std. vorher focus induction assay 1,63 > 50 4 HOOVER et al., 1991 

61E CrFK 24 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 1,63 > 50 4 HOOVER et al., 1991 

61C 3201 24 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 6,81 – 16,3 > 50 4 HOOVER et al., 1991 

 

Tabelle 7: Wirksamkeit von Tenofovir gegen FeLV in vitro (FeLV, felines Leukämievirus; CrFK-Zellen, Crandell-Rees feline kidney; Std., 

Stunden; µM, Mikromol) 

FeLV Zellen 

Therapiebeginn 

vor/gleichzeitig/nach 

FeLV-Infektion der 

Zellen 

Nachweismethode 

Wirksame 

Hemmstoff-

Konzentration 

(µM) 

Hemmung der FeLV-

Replikation Studie 
Hemmung 

(%) 

Tag nach 

Infektion 

61E/C CrFK 2 Std. vorher Durchflusszytometrie 2 50  2 GREGGS et al., 2012 
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1.1.3. Nicht-nukleosidische Hemmstoffe und deren Wirkmechanismus 

In der Humanmedizin sind NNRTI unter anderem (u. a.) für die Behandlung HIV-

infizierter Menschen zugelassen (DE CLERCQ, 2009; ARTS & HAZUDA, 2012; 

DAS et al., 2012). NNRTI müssen nicht wie NRTI und NtRTI erst intrazellulär 

aktiviert werden. NNRTI werden nicht wie NRTI und NtRTI als „falsche“ 

Bausteine ins aktive Zentrum der RT eingebaut (RAVICHANDRAN, 2008), 

sondern binden nahe der Substratbindungsstelle für Nukleoside (XIA et al., 2007; 

DAS et al., 2012). Dadurch verändert sich die RT-Struktur, wodurch die 

Interaktion zwischen DNA-Primer und der RT-Polymerase-Domäne behindert 

(DE CLERCQ, 2009) und so die virale Vermehrung gehemmt wird (allosterische, 

nicht-kompetitive Hemmung) (DAS et al., 2012). 

Bislang gibt es einen NNRTI, Foscarnet, dessen antivirale Wirksamkeit gegen 

FeLV untersucht wurde (SWENSON et al., 1990; SWENSON et al., 1991). 

Foscarnet wurde 1924 zum ersten Mal synthetisiert (HELGSTRAND et al., 1978) 

. In der Humanmedizin ist Foscarnet von der FDA für die Behandlung der HIV-

assoziierten Zytomegalievirus- und der Herpes-Simplex-Virus-Infektion 

zugelassen (WANG & SMITH, 2014). Da Foscarnet zu einer Niereninsuffizienz 

führen kann, sollte eine gleichzeitige Gabe mit potentiell nephrotoxischen 

Substanzen, wie Aminoglykoside, Amphotericin B und Ciclosporine, vermieden 

werden (FDA, 2015e).  

Foscarnet ist ein Trinatriumsalz der Phosphonoameisensäure. Als 

Pyrophosphatanalogon inhibiert es die virale Replikation von DNA- und RNA-

Viren (RENO et al., 1978; SUNDQUIST & OBERG, 1979; WANG & SMITH, 

2014). Foscarnet unterdrückt die Virusvermehrung über eine Hemmung der 

Pyrophosphatbindungsstelle der DNA-Polymerase.  

In einer in-vitro-Studie wurde die antivirale Wirksamkeit von Foscarnet gegen 

FeLV untersucht. Es wurden sowohl 3201-Zellen gleichzeitig mit FeLV infiziert 

und mit Foscarnet behandelt, als auch chronisch FeLV-infizierte FL74-Zellen. 

Foscarnet unterdrückte eine FeLV-Replikation in den Zellen. Dabei wurde in den 

chronisch infizierten FL74-Zellen zwar die RT-Aktivität unterdrückt, aber nicht 

die p27-Antigen-Produktion. Bei den gleichzeitig mit FeLV-infizierten und 

Foscarnet behandelten 3201-Zellen, wurde die p27-Antigen-Produktion gehemmt 

(Tabelle 8). Die mittlere Zytotoxizität wurde bei den 3201-Zellen bei 512 µM und 
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bei den FL74-Zellen bei 256 µM beobachtet (SWENSON et al., 1991).  

Zehn bis 14 Wochen alte Katzen, die mit Foscarnet behandelt wurden, hatten 

keine vollständig entwickelten renalen Tubuli und Glomeruli. In sehr hohen 

Konzentrationen hat Foscarnet zu Veränderungen der Knochenstruktur geführt 

(SWENSON et al., 1990). 
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Tabelle 8: Wirksamkeit von Foscarnet gegen FeLV in vitro (FeLV, felines Leukämievirus; KT, Kawakami-Theilen; RT-Assay, Reverse 

Transkriptase-Assay; ELISA, Enzyme-linked Immunosorbent Assay; µM, Mikromol) 

FeLV Zellen 

Therapiebeginn 

vor/gleichzeitig/nach 

FeLV-Infektion der 

Zellen 

Nachweismethode 

Wirksame 

Hemmstoff-

konzentration 

(µM) 

Hemmung der FeLV-

Replikation Studien 
Hemmung 

(%) 

Tag nach 

Infektion 
KT 81C gleichzeitig focal infectivity assay 64 63 10 SWENSON et al., 1991 

KT 81C gleichzeitig focal infectivity assay 256 98 10 SWENSON et al., 1991 

A/Rickard 3201 gleichzeitig RT-Aktivität 1 > 70 10 SWENSON et al., 1991 

A/Rickard 3201 gleichzeitig RT-Aktivität 64 – 256  > 90 10 SWENSON et al., 1991 

A/Rickard 3201 gleichzeitig p27-Antigen-ELISA 128 37 10 SWENSON et al., 1991 

A/Rickard 3201 gleichzeitig p27-Antigen-ELISA 256 82 10 SWENSON et al., 1991 

KT FL74 chronisch infiziert RT-Aktivität 16 > 50 10 SWENSON et al., 1991 
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1.2. Integrase-Hemmstoffe und deren Wirkmechanismus 

Integraseinhibitoren (INI) hemmen das retrovirale Enzym Integrase (ARTS & 

HAZUDA, 2012). Derzeit sind zwei Integrasehemmstoffe (Raltegravir, 

Dolutegravir) für die Behandlung HIV-infizierter Menschen zugelassen (EMA, 

2015c; 2015d; FDA, 2015a).  

Die Integrase katalysiert den Einbau der viralen DNA in das Wirtszellgenom 

(GREGGS et al., 2012). Nach der reversen Transkription baut die Integrase an 

beiden Enden der viralen DNA Hydroxygruppen ein (SAVARINO et al., 2007; 

DE CLERCQ, 2009). Anschließend werden diese beiden Enden mit der Wirtszell-

DNA verknüpft. So kann die virale DNA in das Wirtszellgenom integriert werden 

(ZEINALIPOUR-LOIZIDOU et al., 2007; DE CLERCQ, 2009). INI unterbinden 

den viralen Strangtransfer. Sie binden an das für die Integrase-Aktivität 

gebrauchte Magnesium-Ion der Integrase (Chelatkomplex) (ARTS & HAZUDA, 

2012).  

Bislang wurde der INI Raltegravir gegen FeLV in vitro untersucht (CATTORI et 

al., 2011; GREGGS et al., 2012) (Tabelle 9). In einer Studie wurden verschiedene 

Zellkulturen gleichzeitig mit FeLV-A/Glasgow-1 infiziert und Raltegravir 

behandelt (CATTORI et al., 2011). In einer weiteren Studie wurden CrFK-Zellen 

zwei Stunden vor einer FeLV-Infektion Raltegravir zugegeben (GREGGS et al., 

2012). Zytotoxizitäten wurden erst ab einer 285-fach (4 µM) höheren 

Konzentration als die mittlere Hemmstoffkonzentration (0,014 µM) beobachtet 

(GREGGS et al., 2012). Raltegravir war in geringer Konzentration sehr wirksam 

gegen eine FeLV-Replikation. Raltegravir wird zum Teil über eine 

Glucuronidierung (Stoff-Ausscheidung durch Bindung an Glucoronsäure) 

ausgeschieden. Da dieser Mechanismus bei Katzen nur eingeschränkt abläuft, 

könnte Raltegravir in Katzen eventuell toxisch sein (CATTORI et al., 2011). 
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Tabelle 9: Wirksamkeit von Raltegravir gegen FeLV in vitro (FeLV, felines Leukämievirus; CrFK, Crandell-Rees feline kidney; FEA, feline 

embryonale Fibroblasten; Std., Stunden; qRT-PCR, quantitative real time reverse transcriptase polymerase chain reaction; µM, Mikromol) 

FeLV Zellen 

Therapiebeginn 

vor/gleichzeitig/nach 

FeLV-Infektion der 

Zellen 

Nachweismethode 

Wirksame 

Hemmstoff-

konzentration 

(µM) 

Hemmung der FeLV-

Replikation Studien 
Hemmung 

(%) 

Tag nach 

Infektion 

A/Glasgow-1 QN10 gleichzeitig qRT-PCR 0,0076 50 5 CATTORI et al., 2011 

A/Glasgow-1 FEA gleichzeitig qRT-PCR 0,0013 50 7 CATTORI et al., 2011 

A/Glasgow-1 CrFK gleichzeitig qRT-PCR 0,0022 50 7 CATTORI et al., 2011 

61E/C CrFK 2 Std. vorher Durchflusszytometrie 0,014 50 2 GREGGS et al., 2011 
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1.3. Eintrittshemmstoffe und deren Wirkmechanismus 

Eintrittshemmstoffe (entry inhibitors) hemmen den Eintritt des Virus in die 

Wirtszelle. Dazu gehören die Fusionshemmstoffe und die „Attachment-

Inhibitoren“ (Hemmung der Bindung des Virus an den Wirtszellrezeptor) (ARTS 

& HAZUDA, 2012).  

1.3.1. Fusionshemmstoffe 

Fusionshemmstoffe sind synthetische Peptide. Sie hemmen eine Bindung des 

Virus auf der Wirtszelloberfläche. Dadurch werden eine Fusion des Virus mit der 

Wirtszellmembran und der Viruseintritt in die Wirtszelle verhindert (WILD et al., 

1994; GIANNECCHINI et al., 2003; BOENZLI et al., 2011).  

FeLV-A gelangt über den felinen Wirtszellrezeptor feTHTR1 in eine Wirtszelle 

(MENDOZA et al., 2006). Dabei bindet das Glykoprotein (gp) auf der viralen 

Zelloberfläche an den Rezeptor auf der Wirtszelle (MENDOZA et al., 2006). Der 

Ablauf des FeLV-Eintritts in die Wirtszelle ist vermutlich ähnlich wie bei HIV 

(BOENZLI et al., 2011). Die Virushülle des HIV enthält zwei gp, das 

Oberflächenprotein gp120 und das Transmembranprotein (TM) gp41. Bei einer 

HIV-Infektion bindet das gp120 an einen CD4
+
-Rezeptor der T-Helfer-Zellen und 

den Chemokin-Korezeptor CCR5 oder CXCR4. Danach wird das TM gp41 frei, 

das die Wirtszellmembran durchdringt und eine Fusion zwischen der viralen und 

zellulären Membran ermöglicht (CHAN & KIM, 1998; ECKERT & KIM, 2001a).  

Synthetische Peptide können direkt mit der viralen TM interferieren und eine 

stabile Fusion zwischen Virus und Wirtszelle verhindern (ECKERT & KIM, 

2001a, 2001b). In der Humanmedizin ist seit 2003 der Fusionshemmstoff 

Enfuvirtid (T-20) für die Behandlung von HIV-Infektionen zugelassen (JIANG et 

al., 1993; WILD et al., 1993; WILD et al., 1994; LOMBARDI et al., 1996; 

GIANNECCHINI et al., 2003; FDA, 2015a). T-20 bindet an das TM gp41, 

wodurch die Fusion zwischen der viralen und zellulären Membran verhindert wird 

(WILD et al., 1993).  

In einer aktuellen Studie wurde in FeLV-A/Glasgow-1-infizierten-Zellen 

untersucht, ob synthetische Peptide, die analog dem FeLV-15E-TM hergestellt 

wurden, einen FeLV-Eintritt in die Wirtszelle blockieren und so eine FeLV-

Infektion verhindern können. Dafür wurden elf Fusions-Peptide hergestellt. Acht 
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dieser Peptide wurden N-terminal acetyliert (Acetylgruppe) und C-terminal 

aminiert (Aminogruppe) (EPK205, EPK206, EPK207, EPK208, EPK209, 

EPK210, EPK211, EPK237). Drei Peptide (EPK364, EPK397, EPK398) hatten 

ein freies C-terminales Ende. Am ersten Tag wurden die Zellen eine, drei und acht 

Stunden mit FeLV-A/Glasgow-1 inkubiert und dann mit den Peptiden behandelt. 

Das Zellkulturmedium wurde am dritten Tag komplett gegen frisches 

peptidhaltiges Medium und am sechsten Tag wurde die Hälfte des alten Mediums 

gegen frisches Medium ohne Peptide ausgetauscht. Am siebten Tag wurde das 

FeLV-p27-Antigen in den Überständen mittels „enzyme-linked immunosorbent 

assay“ (ELISA) quantifiziert. Dabei wurde der antivirale Effekt in den FEA-

Zellen untersucht, da diese ein kontinuierliches Wachstum gezeigt haben (Tabelle 

10). EPK364, ein Analogon des kommerziellen HIV-Fusionsinhibitors T-20, 

hemmte die FeLV-Replikation am stärksten. EPK205, EPK206, EPK207, 

EPK208, EPK209, EPK210 hatten keine antivirale Wirksamkeit gegen FeLV. 

EPK211 und EPK237 waren nur schwach antiviral wirksam. Die unterschiedliche 

Wirksamkeit der Peptide gegen eine FeLV-Vermehrung könnte an der 

unterschiedlichen Peptid-Länge gelegen haben. Die nicht oder nur schwach 

wirksamen Peptide bestanden aus 15 bis 25 Peptiden. Die wirksamen Peptide 

bestanden aus 37 Peptiden. Die kürzeren Peptide könnten instabiler als die 

längeren Peptide sein. Es wurde keine Toxizität der synthetischen Peptide auf die 

Zellen beobachtet (BOENZLI et al., 2011). 

1.3.2. Sulfatierte Polysaccaride  

Sulfatierte Polysaccaride sind „Attachment-Inhibitoren“. Sie kommen in Pflanzen, 

Tieren und Geweben vor (HOOPER et al., 1996) . Sie sind Bestandteile der 

Glykokalix und der Proteoglykane der extrazellulären Matrix (KAJIWARA & 

MIYAMOTO, 2005). Sie stellen die Kommunikation zwischen den Zellen, die 

Zelladhäsion, einen Schutz der Zellen und Gewebe vor äußeren Einflüssen und 

ein Reservoir für Wachstumsfaktoren her. Seit 1947 wird die antivirale 

Wirksamkeit von sulfatierten Polysaccariden untersucht (GINSBERG et al., 1947; 

GHOSH et al., 2009). Ihre antivirale Wirksamkeit ist abhängig von dem Grad der 

Sulfatierung und dem Molekulargewicht (GHOSH et al., 2009). Hoch sulfatierte 

Polysaccaride sind wirksamer. Je höher das Molekulargewicht, umso höher ist die 

antivirale Aktivität (WITVROUW & DE CLERCQ, 1997; GHOSH et al., 2009). 

Dextransulfat (DS) ist ein hochmolekulares polysulfatiertes Polysaccarid 
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(CALLAHAN et al., 1991). Die antiretrovirale Wirksamkeit von DS wurde in 

vielen Studien, insbesondere gegen HIV, untersucht (ITO et al., 1987; 

NAKASHIMA et al., 1987; UENO & KUNO, 1987; BAGASRA & LISCHNER, 

1988; CHANG et al., 1988; CLUMECK & HERMANS, 1988; MITSUYA et al., 

1988; TOCHIKURA et al., 1988; ABRAMS et al., 1989; HAYASHI et al., 1990; 

PIRET et al., 2000). DS bindet an der HIV-gp120-Bindungsstelle der CD4
+
-

Rezeptoren (LEDERMAN et al., 1989; PARISH et al., 1990) und an CCR5- und 

CXCR4-Korezeptoren (CALLAHAN et al., 1991). Dadurch wird eine Bindung 

von HIV an die Wirtszelle verhindert (LEDERMAN et al., 1989). In einer HIV-

Studie war orales DS allerdings nur wenig antiviral wirksam (LORENTSEN et 

al., 1989; FLEXNER et al., 1991). In einer anderen Studie war der Virusgehalt 

durch intraperitoneal appliziertes weiterentwickeltes DS (Dextrin-2-Sulfat) 

geringer und die HIV-Replikation konnte unterdrückt werden (SHAUNAK et al., 

1998).  

Bislang ist nicht bekannt, wie DS gegen FeLV wirkt. In vitro wurde die antivirale 

Wirksamkeit von DS in FeLV-infizierten 3201-Zellen untersucht. Dafür wurden 

die Zellen 48 Stunden vor und zwei Stunden nach der FeLV-Infektion mit DS 

behandelt. 10 µg/ml DS unterdrückten eine FeLV-Vermehrung um mehr als 70 % 

(Tabelle 11). Für Katzen verträgliche Hemmstoffkonzentrationen sind kaum 

gegen FeLV wirksam. Wirksame Hemmstoffkonzentrationen sind toxisch 

(hochgradige Degeneration und Nekrose des Darmes, Anämie, Lethargie, 

Anorexie) (MATHES et al., 1991).  
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Tabelle 10: Wirksamkeit von synthetischen Peptiden gegen FeLV in vitro (FeLV, felines Leukämievirus; FEA, feline embryonale Fibroblasten; 

Std., Stunden; ELISA, Enzyme-linked Immunosorbent Assay; µM, Mikromol) 

FeLV Zellen 
Synthetisches 

Peptid 

Therapiebeginn 

vor/gleichzeitig/nach 

FeLV-Infektion der 

Zellen 

Nachweismethode 

Wirksame 

Hemmstoff-

konzentration 

(µM) 

Hemmung der FeLV-

Replikation Studie 
Hemmung 

(%) 

Tag nach 

Infektion 
A/Glasgow-1 FEA EPK364 3 Std. nachher p27-Antigen-ELISA 12 88 7 BOENZLI et al., 2011 

A/Glasgow-1 FEA EPK397 3 Std. nachher p27-Antigen-ELISA 12 58 7 BOENZLI et al., 2011 

A/Glasgow-1 FEA EPK398 3 Std. nachher p27-Antigen-ELISA 12 27 7 BOENZLI et al., 2011 

 

Tabelle 11: Wirksamkeit von Dextransulfat gegen FeLV in vitro (FeLV, Felines Leukämievirus; KT, Kawakami-Theilen; Std., Stunden; ELISA, 

Enzyme-linked Immunosorbent Assay; µM, Mikromol; *, Konzentration in Mikromol bei einem Molekulargewicht von 7000 Gramm pro Mol) 

FeLV Zellen 

Therapiebeginn 

vor/gleichzeitig/nach 

FeLV-Infektion der 

Zellen 

Nachweismethode 

Wirksame 

Hemmstoff-

konzentration 

(µM) 

Hemmung der FeLV-

Replikation Studie 
Hemmung 

(%) 

Tage nach 

Infektion 
KT 3201 48 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 0,0014* > 70 10 MATHES et al., 1991 

KT 3201 48 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 0,0007* > 40 10 MATHES et al., 1991 
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2. Wirksamkeit von RNA-Interferenz auf eine Vermehrung 

feliner Viren in vitro 

Eine RNA-Interferenz (RNAi) wurde 1998 erstmalig in Nematoden gezeigt (FIRE 

et al., 1998). RNAi ist ein sequenzspezifischer „Gen-Stilllegungsprozess“ („Gen-

Silencing“), bei welchem kurze RNA-Fragmente durch Bindung an eine 

komplementäre Zielsequenz eine Genexpression unterdrücken (KETZINEL-

GILAD et al., 2006). RNAi schützt die Erbinformation vor exogenen Einflüssen 

und reguliert die Genexpression. In Pflanzen dient dieser Mechanismus als 

natürliche Abwehr gegen Viren (MATZKE et al., 2001; VANCE & 

VAUCHERET, 2001). RNAi wurde auch in Pilzen, Insekten und Säugetieren 

entdeckt (MA et al., 2007).  

RNAi wird als Ansatz in vielen in-vitro- und in-vivo-Studien für die Behandlung 

viraler Infektionen untersucht (MA et al., 2007). In vitro kann die Vermehrung 

vieler für den Mensch pathogener Viren (z. B. HIV, HBV, Hepatitis-C-Virus 

(HCV), aviärer Influenza-A-Viren (CAPODICI et al., 2002; PARK et al., 2002; 

WU et al., 2007; ZHANG et al., 2009; MOTAVAF et al., 2012; MARIMANI et 

al., 2013) und für Tiere pathogene Viren (z. B. FIV, FeLV, FCoV, FHV-1, canine 

Parvovirus) (BABA et al., 2007; BABA et al., 2008; WILKES & KANIA, 2009; 

MCDONAGH et al., 2011; HE et al., 2012; ORNELAS et al., 2012) durch RNAi 

gehemmt werden. Auch in vivo wurde die HIV-, HCV- und Influenza-A-Virus-

Infektion in Mäusen und HIV in Primaten durch RNAi gehemmt (MCCAFFREY 

et al., 2002; TOMPKINS et al., 2004; AN et al., 2007; TER BRAKE et al., 2009; 

KIM et al., 2010; RAJPUT et al., 2012).  

2.1. Moleküle der RNA-Interferenz 

Der RNAi-Mechanismus kann durch zwei Moleküle ausgelöst werden. Dazu 

gehören die siRNAs (ELBASHIR et al., 2001a) und die short hairpin RNAs 

(shRNAs) (RAO et al., 2009). 

2.1.1. Small interfering RNA und deren Wirkmechanismus 

Der RNAi-Mechanismus wird in zwei Phasen unterteilt, in die Initiations- und 

Effektorphase (SONTHEIMER, 2005; MA et al., 2007) (Abbildung 2). Während 

der Initiationsphase werden posttranskriptional lange, von endogenen Genen, 

Viren, Transposomen oder experimentellen Transgenen produzierte dsRNAs 
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(KETZINEL-GILAD et al., 2006) von einem dsRNA-bindenden Protein (RDE-

4/R2D2) erkannt (TABARA et al., 2002; LIU et al., 2003). Daraufhin werden 

diese dsRNAs von dem Enzym Dicer, einer RNase III-ähnlichen Nuklease 

(Endoribonuklease), in 21- bis 23- Nukleotid-lange dsRNAs (siRNAs) gespalten 

(BERNSTEIN et al., 2001; MA et al., 2007). Diese siRNAs haben einen 

Überhang aus zwei Nukleotiden (BLASZCZYK et al., 2001) ein 5‘-

Monophosphat- und 3‘-Hydroxy-Ende (ELBASHIR et al., 2001a).  

Für die folgende Effektorphase wird die entwundene siRNA (ZAMORE et al., 

2000) in dem Nuklease-Enzymkomplex „RNA-induced silencing complex“ 

(RISC) eingebaut (HAMMOND et al., 2000). Der Leitstrang der siRNA bindet 

über Basenpaare an die Ziel-mRNA (SONTHEIMER, 2005). Als Leitstrang wird 

der thermodynamisch instabilere Strang am 5‘-Ende ausgewählt (SCHWARZ et 

al., 2003; SONTHEIMER, 2005). Der Begleitstrang der siRNA wird aus dem 

RISC entlassen und abgebaut (SCHWARZ et al., 2003). Die Ziel-mRNA wird 

dann durch eine Enzym-Untereinheit im RISC (Argonaute 2) gespalten 

(ELBASHIR et al., 2001a; MA et al., 2007) und abgebaut (ELBASHIR et al., 

2001a).  
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Abbildung 2 (SONTHEIMER et al., 2005): Entstehung einer siRNA in der 

Initiations- und Effektorphase. In der Initiationsphase („Initiation phase“) wird 

eine dsRNA von dem Enzym Dicer in 21- bis 23-Nukleotid-lange siRNA 

gespalten („dsRNA processing by Dicer“). Die siRNA („siRNA“) hat am 5‘-Ende 

eine Phosphatgruppe („5‘ p“) und am 3‘-Ende einen Überhang aus zwei 

Nukleotiden und einer Hydroxygruppe („3‘ OH“). In der folgenden Effektorphase 

(„Effector phase“) wird die entwundene siRNA („RISC assembly, siRNA 

unwinding“) vom Enzymkomplex RISC aufgenommen, der komplementäre 

siRNA-Strang an die Zielsequenz gebunden („Target recognition“, „Target 

mRNA“) und in diesem Bereich gespalten („Target cleavage“).  

 

Spezifisch synthetisierte siRNAs können eine Vermehrung vieler DNA- und 

RNA-Viren hemmen (KETZINEL-GILAD et al., 2006). SiRNAs werden bereits 

in einer Länge von 21 Nukleotiden hergestellt. Dadurch entfällt der Prozess, in 

dem durch das Enzym Dicer aus dsRNA-Molekülen siRNAs gebildet werden 

(RAO et al., 2009) (Abbildung 3). 23-, 25-, oder 27-Nukleotid-lange RNAs 

werden wie oben beschrieben von dem Enzym Dicer intrazellulär im Zytoplasma 

zu 21-Nukleotid-langen siRNAs verarbeitet (KIM et al., 2005).  
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2.1.2. Short hairpin RNA und deren Wirkmechanismus 

ShRNAs sind kurze, aus 19 bis 21 Nukleotiden bestehende, Haarnadelschleifen-

strukturartige RNA-Moleküle. Sie werden über Vektoren (Plasmide, Viren oder 

Bakterien) in den Zellkern eingeschleust (Transduktion) (CULLEN, 2005; RAO 

et al., 2009). Nach Integration des shRNA-kodierenden Vektors im Genom, wird 

die shRNA transkribiert. Danach wird durch das Enzym Drosha (RNase III) ein 

shRNA-Primärkomplex gebildet (ZHANG et al., 2002; RAO et al., 2009), der 

anschließend über das Transportprotein Exportin-5 in das Zytoplasma 

transportiert wird (LEE et al., 2002; CULLEN, 2004). Dort wird die vorläufige 

shRNA von dem Enzym Dicer aufgenommen und zu einer siRNA verarbeitet (YI 

et al., 2003; LEE et al., 2004; LUND et al., 2004). Im Enzymkomplex RISC 

bindet der siRNA-Leitstrang komplementär die Ziel-mRNA, die dann gespalten 

und abgebaut wird. Bei einer nicht vollständigen Komplementarität der shRNA zu 

der Ziel-mRNA wird die Translation der Ziel-mRNA verhindert (KUTTER & 

SVOBODA, 2008; MOORE et al., 2010) (Abbildung 3).  
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Abbildung 3 (O' KEEFE, 2015): Entstehungsmechanismus von siRNA und 

shRNA. Die shRNA wird über einen Vektor in die Zelle eingeschleust, in die 

zelluläre DNA integriert („Transduction“), transkribiert und enzymatisch 

(„DCGR8, Drosha“) zu einer vorläufigen shRNA („pre-shRNA“) 

weiterverarbeitet. Über das Transportprotein Exportin-5 („Exp5“) gelangt die 

shRNA in das Zytoplasma. Dort wird die shRNA von dem Enzym Dicer 

aufgenommen und zu einer siRNA entwickelt. Diese siRNA oder die exogen 

transfizierten siRNAs („Transfection“) binden im Enzymkomplex RISC 

komplementär die Ziel-mRNA („mRNAs bearing complementary to siRNA), die 

daraufhin gespalten und abgebaut wird.  

 

SiRNAs und shRNAs können mit einer viralen Replikation interferieren. Ihr 

Mechanismus unterscheidet sich. ShRNAs werden über einen Vektor oder 

Plasmid in eine zelluläre DNA eingeschleust, transkribiert und enzymatisch zu 

einer siRNA verarbeitet. Durch die stetige Expression könnte eine kontinuierliche 

Unterdrückung einer viralen RNA erreicht werden. Allerdings kann durch diese 
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dosisunabhängige und kontinuierliche siRNA-Expression auch eine 

Überexpression geschehen. Dadurch werden unspezifische Nebenwirkungen 

durch das Immunsystem provoziert (BRIDGE et al., 2003). Eine siRNA wird in 

einer bestimmten Konzentration zu den Zellen gegeben und nicht in die zelluläre 

DNA integriert. Eine siRNA wird nach circa (ca.) 48 Stunden abgebaut. Aufgrund 

der in zahlreichen Studien unterschiedlich angewandter Methoden, z. B. 

unterschiedlich verwendete Zellkulturen, verschiedene Viren, unterschiedliche 

Mess- und Auswertungsmethoden, unterschiedliche Infektions- und 

Therapiezeitpunkte, ist ein genauer Vergleich des antiviralen Hemmpotentials 

zwischen siRNA und shRNA schwer möglich (RAO et al., 2009). 

2.2. Hemmung feliner Viren durch RNA-Interferenz in vitro  

In einigen in-vitro-Studien wurde die antivirale Wirksamkeit von RNAi auf die 

Vermehrung feliner Viren untersucht. Durch siRNA und shRNA wurde die 

Replikation feliner Viren unterdrückt (BABA et al., 2007; BABA et al., 2008; 

WILKES & KANIA, 2009; MCDONAGH et al., 2011; ORNELAS et al., 2012). 

2.2.1. Hemmung der Vermehrung des felinen Immunschwächevirus  

In einer Studie wurde der Einfluss von vier siRNAs (G1, G2, G3, G4) auf FIV-

infizierte CrFK-Zellen untersucht. Die siRNAs wurden analog zum FIV-gag-Gen 

hergestellt. Ab 48 Stunden wurde eine antivirale Wirksamkeit der siRNAs auf die 

FIV-Replikation beobachtet. Drei der vier siRNAs (G1, G3, G4) unterdrückten 

signifikant die FIV-Vermehrung. Der virale RNA-Gehalt und die RT-Aktivität in 

den Zellkulturüberständen der siRNA-behandelten Zellen waren im Vergleich zu 

den Kontrollen um ca. 40 % bis 90 % geringer. Nach 48 ließ der Hemmeffekt 

kontinuierlich nach (BABA et al., 2007) (Tabelle 12).  

In der gleichen Studie wurde die Wirksamkeit einer gegen das gag-Gen 

hergestellten shRNA (shG4) untersucht. Diese wurde mit einem MuLV-Vektor in 

chronisch FIV-infizierte T-Zellen (FL4) eingeschleust. Nach 15 Tagen war der 

virale RNA-Gehalt in den FL4-Zellen und die RT-Aktivität in den 

Zellkulturüberstanden im Vergleich zu den Kontrollen um ca. 70 % geringer 

(BABA et al., 2007) (Tabelle 13). 

In einer anderen Studie wurde in akut und chronisch infizierten felinen Zellen die 

antivirale Wirksamkeit von einer shRNA analog zum FIV-gag-Gen untersucht. 

Die shRNA wurden mit einem HIV-1-Vektor in den Zellkern geschleust. Die RT-
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Aktivität in den Überständen der shRNA-behandelten Zellen war nach 15 bis 27 

Tagen signifikant geringer als in den Überständen der Kontrolle (Tabelle 13). 

Nach 30 Tagen war keine Hemmaktivität mehr messbar (BABA et al., 2008).  

In einem weiteren Versuch wurden Zellen vor einer FIV-Infektion über einen 

HIV-1-Vektor mit einer shRNA transfiziert. Der Gehalt der proviralen DNA in 

den behandelten Zellen und in der Kontrolle war nach der Behandlung gleich. Die 

Zellen konnten prophylaktisch also nicht vor einer FIV-Infektion geschützt 

werden. Die RT-Aktivität in den behandelten Zellen war im Vergleich zu der 

unbehandelten Kontrolle allerdings geringer. Durch die shRNA wurde zwar nicht 

die Integration des FIV in die zelluläre DNA verhindert, aber die FIV-Replikation 

(BABA et al., 2008).  
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Tabelle 12: Wirksamkeit von siRNAs gegen FIV in vitro (FIV, Felines Immunschwächevirus; CrFK, Crandell-Rees feline kidney; siRNA, small 

interfering ribonucleic acid gegen das FIV-gag-Gen; Std., Stunden; RT-Aktivität, Reverse Transkriptase Aktivität; qRT-PCR; quantitative real time 

reverse transcriptase polymerase chain reaction; µM; Mikromol) 

FIV Zellen siRNA 

Therapiebeginn 

vor/gleichzeitig/nach 

FIV-Infektion der 

Zellen 

Nachweismethode 

Wirksame 

Hemmstoff-

konzentration 

(µM) 

Hemmung der FIV-

Replikation Studie 
Hemmung 

(%) 

Tage nach 

Infektion 
Petaluma CrFK G1 24 Std. nachher RT-Aktivität 0,2 40 2 BABA et al., 2007 

Petaluma CrFK G3 24 Std. nachher RT-Aktivität 0,2 > 60 2 BABA et al., 2007 

Petaluma CrFK G4 24 Std. nachher RT-Aktivität 0,2 > 70 2 BABA et al., 2007 

Petaluma CrFK G4 24 Std. nachher RT-Aktivität 0,04 50 2 BABA et al., 2007 

Petaluma CrFK G4 24 Std. nachher RT-Aktivität 1 > 90 2 BABA et al., 2007 

Petaluma CrFK G4 24 Std. nachher qRT-PCR 0,04 40 2 BABA et al., 2007 

Petaluma CrFK G4 24 Std. nachher qRT-PCR 1 > 90 2 BABA et al., 2007 

Petaluma CrFK G4 24 Std. nachher RT-Aktivität 0,2 40 4 BABA et al., 2007 

Petaluma CrFK G4 24 Std. nachher RT-Aktivität 1 60 4 BABA et al., 2007 
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Tabelle 13: Wirksamkeit von shRNA gegen FIV in vitro (FIV, Felines Immunschwächevirus; shRNA, short hairpin ribonucleic acid gegen das 

FIV-gag-Gen; CrFK, Crandell-Rees Feline Kidney; MuLV, Murines Leukämievirus; HIV-1; Humanes Immunschwächevirus-1; RT-Aktivität, 

Reverse Transkriptase Aktivität; qRT-PCR; quantitative real time reverse transcriptase polymerase chain reaction; MuLV, murines Leukämievirus; 

HIV-1, humanes Immunschwächevirus-1) 

FIV Zellen shRNA 
shRNA-

Vektor 

Therapiebeginn 

vor/gleichzeitig/nach 

FIV-Infektion der 

Zellen 

Nachweismethode 

Hemmung der FIV-

Replikation Studie 
Hemmung 

(%) 

Tage nach 

Infektion 
Petaluma FL4 shG4 MuLV chronisch infiziert RT-Aktivität > 70 14 BABA et al., 2007 

Petaluma FL4 shG4 MuLV chronisch infiziert qRT-PCR > 70 14 BABA et al., 2007 

UK8
low

 3201 shGag HIV-1 chronisch infiziert RT-Aktivität > 60 10 BABA et al., 2008 

UK8
high

 3201 shGag HIV-1 chronisch infiziert RT-Aktivität > 70 10 BABA et al., 2008 

Petaluma FL4 shGag HIV-1 chronisch infiziert RT-Aktivität > 80 10 BABA et al., 2008 

Petaluma CrFK shGag HIV-1 chronisch infiziert RT-Aktivität > 70 10 BABA et al., 2008 
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2.2.2. Hemmung der Vermehrung des felinen Coronavirus  

In einer Studie wurde das antivirale Hemmpotential von acht siRNAs gegen das 

FCoV in vitro getestet. Die siRNAs wurden komplementär zu vier verschiedenen 

Regionen des FCoV-Genoms, gegen strukturelle Gene der Virusmembran (M1, 2) 

und gegen das Nukleokapsid (N1, 2), gegen das nicht-strukturelle Replikase-Gen 

(R1, 2) und gegen die nicht übersetzte „5‘-leader-Sequenz“ (L1, 2) hergestellt. 

Das „spike-Protein“ (virales Oberflächenprotein) wurde wegen seiner genetischen 

Vielfältigkeit nicht als Zielgen für die siRNAs verwendet. CrFK-Zellen wurden 

24 Stunden nach Kultivierung mit den siRNAs transfiziert. Nach sechs Stunden 

wurden die Zellen mit einem hochvirulenten FCoV-Stamm (FIPV WSU 79-1146) 

infiziert. Nach einer Stunde wurde das Zellkulturmedium gegen frisches Medium 

ausgetauscht. Nach 24 Stunden wurde der Einfluss der siRNAs auf eine virale 

Replikation untersucht. Die Virusvermehrung wurde in den siRNA-behandelten 

Zellen um ca. 23 – 97 % gehemmt. Alle siRNAs hemmten die FCoV-

Vermehrung. Die Hemmung der FCoV-Replikation durch siRNAs gegen das 

Nukleokapsid (N1) und der „5‘-leader-Sequenz“ (L2) war am effektivsten 

(Tabelle 14). Mittels Immunfluoreszenz wurde gezeigt, dass auch die Produktion 

viraler Proteine durch die siRNAs unterdrückt wurde. SiRNA-Konzentrationen 

von 0,1 µM waren minimal toxisch (MCDONAGH et al., 2011).  

2.2.3. Hemmung der Vermehrung des felinen Herpesvirus  

In CrFK-Zellen wurde die Wirksamkeit von 21- (G1, G2, G3) und 27- (gD1, gD2, 

gD3)Nukleotid-langen siRNAs gegen das FHV-1-gpD untersucht (WILKES & 

KANIA, 2009). Dafür wurden die Zellen 24 Stunden vor einer FHV-1-Infektion 

mit den siRNAs transfiziert. Eine Stunde später wurde das Zellkulturmedium 

gegen frisches Medium ausgetauscht. Nach 48 Stunden wurde der Einfluss von 

den siRNAs auf die FHV-1-Vermehrung untersucht. Dabei wurde FHV-1-

Vermehrung am stärksten durch die siRNAs G3 und gD1 gehemmt (WILKES & 

KANIA, 2009) (Tabelle 15). 

Die antivirale Wirksamkeit wurde spezifisch durch die siRNAs hervorgerufen und 

nicht durch eine unspezifische Immunstimulation. Dafür wurde die mRNA von 

Interferon-beta (IFN-β) mittels „quantitative real time reverse transcriptase 

polymersae chain reaction“ (qRT-PCR) quantifiziert. IFN-β hatte keinen Einfluss 

auf die Hemmung der FHV-1-Vermehrung (WILKES & KANIA, 2009). 
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Eine Konzentration von 0,1 µM der 21-Nukleotid-langen und 0,05 µM der 27-

Nukleotid-langen siRNA waren geringgradig zytotoxisch (milde Granulierung). 

Eine Konzentration von 0,1 µM der 27-Nukleotid-langen siRNAs war 

zytotoxisch. Es ist unklar, ob diese Effekte einen Einfluss auf die antivirale 

Wirksamkeit gehabt haben könnten (WILKES & KANIA, 2009).  

2.2.4. Hemmung der Vermehrung des felinen Leukämievirus  

Die Wirksamkeit von shRNAs wurde gegen eine FeLV-Vermehrung in vitro 

untersucht. Dafür wurden CrFK-Zellen mit FeLV infiziert und zeitgleich mit drei 

shRNAs (F1, F2, F3), komplementär zum gag-Gen von FeLV-A/Rickard 

behandelt. Diese shRNAs wurden über einen pSUPER Vektor (H1-Polymerase-

III-Promoter) in die infizierten Zellen gebracht. Danach wurde ein lentiviraler 

(HIV-1)-Vektor mit der wirksamsten shRNA (F2) beladen und in humane T-

Zellen eingeschleust. Nach 16 Stunden wurde das Zellkulturmedium gewechselt. 

Die antivirale Wirksamkeit der shRNAs gegen die FeLV-Replikation wurde nach 

48 Stunden untersucht. Zuletzt wurden die shRNAs über den HIV-Vektor in 

chronisch FeLV-infizierte 3201-Zellen eingebracht. Nach 48 Stunden wurden die 

Zellen zwei Mal gewaschen und nach 15 Tagen die Wirksamkeit der shRNA 

gegen FeLV getestet. Die F2-shRNA zeigte das stärkste Hemmpotential (Tabelle 

16). F3 war kaum wirksam. Unspezifische Interferenzen und technische Fehler 

könnten die Wirksamkeit von F3 beeinflusst haben (ORNELAS et al., 2012).  

 



II. Literaturübersicht 35 

Tabelle 14: Wirksamkeit von siRNAs gegen FCoV in vitro (FCoV, Felines Coronavirus; *, hochvirulenter Stamm FIPV WSU 79-1146; CrFK, 

Crandell-Rees feline kidney; siRNA, small interfering ribonucleic acid gegen die „5‘-leader-Sequenz (L2)“ und das Nukleokapsid (N2); Std., 

Stunden; qRT-PCR, quantitative real time reverse transcriptase polymerase chain reaction; TCID50, Tissue Culture Infection Dose Assay, 50%ige 

infektiöse Dosis; µM; Mikromol; vRNA, virale RNA; M, messenger ribonucleic acid der Virusmembran; NK, messenger ribonucleic acid des 

Nukleokapsids; vT, extrazellulärer Virustiter) 

FCoV Zellen siRNA 

Therapiebeginn 

vor/gleichzeitig/nach 

FCoV-Infektion der 

Zellen 

Nachweismethode 

Wirksame 

Hemmstoff-

konzentration 

(µM) 

Hemmung der FCoV-

Replikation 
Hemmpotential gegen die 

FIV-Replikation Hemmung 

(%) 

Tage nach 

Infektion 
* CrFK L2 6 Std. vorher qRT-PCR 0,1 > 90 

(vRNA) 
1 MCDONAGH et al., 2011 

* CrFK L2 6 Std. vorher qRT-PCR 0,1 > 90 (M) 1 MCDONAGH et al., 2011 

* CrFK L2 6 Std. vorher qRT-PCR 0,1 > 90 (NK) 1 MCDONAGH et al., 2011 

* CrFK L2 6 Std. vorher TCID50 0,005 82 (vT) 1 MCDONAGH et al., 2011 

* CrFK L2 6 Std. vorher TCID50 0,1 > 90 (vT) 1 MCDONAGH et al., 2011 

* CrFK L2 6 Std. vorher TCID50 0,2 94 (vT) 1 MCDONAGH et al., 2011 

* CrFK N1 6 Std. vorher qRT-PCR 0,1 > 90 

(vRNA) 
1 MCDONAGH et al., 2011 

* CrFK N1 6 Std. vorher qRT-PCR 0,1 > 90 (M) 1 MCDONAGH et al., 2011 

* CrFK N1 6 Std. vorher qRT-PCR 0,1 > 90 (NK) 1 MCDONAGH et al., 2011 

* CrFK N1 6 Std. vorher TCID50 0,005 83 (vT) 1 MCDONAGH et al., 2011 
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* CrFK N1 6 Std. vorher TCID50 0,1 > 90 (vT) 1 MCDONAGH et al., 2011 

* CrFK N1 6 Std. vorher TCID50 0,2 97 (vT) 1 MCDONAGH et al., 2011 

 

 

Tabelle 15: Wirksamkeit von siRNAs gegen FHV-1 in vitro (FHV-1-gpD, Felines Herpesvirus-1-Glykoprotein D; CrFK, Crandell-Rees Feline 

Kidney; siRNA, small interfering ribonucleic acid gegen das feline Herpes-Virus-1-Glykoprotein D; Std., Stunden; qRT-PCR, quantitative real time 

reverse transcriptase polymerase chain reaction; µM, Mikromol; ±, mittlere Standardabweichung; 
a
, messenger ribonucleic acid-Expression des 

felinen Herpesvirus-1-Glykoprotein D; 
b
, Herpesvirus-1-Glykoprotein D-Produktion; 

c
, feline Herpesvirus-1-Replikation) 

FHV-1 Zellen siRNA 

Therapiebeginn 

vor/gleichzeitig/nach 

FHV-1-Infektion der 

Zellen 

Nachweismethode 

Wirksame 

Hemmstoff-

konzentration 

(µM) 

Hemmpotential gegen 

FHV-1-Vermehrung Studie 
Hemmung 

(%) 

Tag nach 

Infektion 
FHV-1 CrFK gD1 24 Std. vorher qRT-PCR 0,05 77 ± 7 

a
 2 WILKES & KANIA., 2009 

FHV-1 CrFK gD1 24 Std. vorher Durchflusszytometrie 0,05 27 ± 3 
b
 2 WILKES & KANIA., 2009 

FHV-1 CrFK gD1 24 Std. vorher Plaque-Assay 0,05 84 ± 6 
c
 2 WILKES & KANIA., 2009 

FHV-1 CrFK G3 24 Std. vorher qRT-PCR 0,1 85 ± 7 
a
 2 WILKES & KANIA., 2009 

FHV-1 CrFK G3 24 Std. vorher Durchflusszytometrie 0,1 43 ± 8 
b
 2 WILKES & KANIA., 2009 

FHV-1 CrFK G3 24 Std. vorher Plaque-Assay 0,1 77 ± 19 
c
 2 WILKES & KANIA., 2009 
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Tabelle 16: Wirksamkeit von shRNAs gegen FeLV in vitro (FeLV, Felines Leukämievirus; CrFK, Crandell-Rees Feline Kidney; shRNA, short 

hairpin ribonucleic acid gegen das gag-Gen des felinen Leukämievirus-A/Rickard; HIV-1; humanes Immunschwächevirus-1; RT-Aktivität, Reverse 

Transrkiptase Aktivität) 

FeLV Zellen 
shRNA-

Vektor 
shRNA 

Therapiebeginn 

vor/gleichzeitig/nach 

FeLV-Infektion der 

Zellen 

Nachweismethode 

Hemmung gegen die 

FeLV-Vermehrung Studie 
Hemmung 

(%) 

Tag nach 

Infektion 
61E/C CrFK pSUPER F1 gleichzeitig Immunoblot > 40 2 ORNELAS et al., 2012 

61E/C CrFK pSUPER F1 gleichzeitig RT-Aktivität > 40 2 ORNELAS et al., 2012 

61E/C CrFK pSUPER F2 gleichzeitig Immunoblot > 70 2 ORNELAS et al., 2012 

61E/C CrFK pSUPER F2 gleichzeitig RT-Aktivität > 60 2 ORNELAS et al., 2012 

61E/C 3201 HIV-1 F2 chronisch infiziert RT-Antivität > 70 15 ORNELAS et al., 2012 
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IV. DISKUSSION 

Bis heute gibt es keine wirksame Therapie für FeLV-infizierte Katzen. Die aus der 

Humanmedizin stammenden antiviralen Medikamente können aufgrund ihrer 

Toxizität nur sehr eingeschränkt für die Behandlung FeLV-infizierter Katzen 

eingesetzt werden (HARTMANN, 2012). Ein neuer antiviraler Ansatz könnten 

kurze RNA-Moleküle, siRNAs, darstellen, die direkt mit dem viralen 

Vermehrungszyklus interferieren und spezifisch eine Virusreplikation 

unterdrücken (MA et al., 2007).  

In der vorliegenden Studie wurde die Wirksamkeit von siRNAs gegen eine FeLV-

A/Glasgow-1-Vermehrung in CrFK-Zellen untersucht. Die FeLV-A-Vermehrung 

ist in CrFK-Zellen sehr effizient. In einer Studie war die Replikationsfähigkeit in 

CrFK-Zellen im Vergleich zu humanen und anderen tierischen Zellen bereits nach 

zwei Tagen am stärksten (NAKATA et al., 2003). 1968 wurde erstmals nach elf 

Tagen die FeLV-Replikationsfähigkeit in felinen Zellen elektronenmikroskopisch 

beobachtet. Dabei bestand kein morphologischer Unterschied zwischen den 

infizierten und nicht-infizierten Zellen (JARRETT et al., 1968), was auf eine 

geringe Zytotoxizität von FeLV hindeuten könnte. Ferner wurden im Plasma von 

FeLV-infizierten Katzen nach sieben Tagen ca. 10
4
 Fokus-bildende Einheiten 

(focos forming units, FFU) nachgewiesen (FRANCIS et al., 1977). Dies konnte 

auch in FeLV-A-infizierten humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293) 

beobachtet werden (NAKATA et al., 2003). Weiterhin wurde in FeLV-

A/Glasgow-1-infizierten felinen embryonalen Fibroblasten (FEA)-Zellen schon 

nach zwölf Stunden eine Integration des Provirus nachgewiesen (CATTORI et al., 

2006). In FeLV-A/Glasgow-1-infizierten-HEK293-Zellen waren nach 72 Stunden 

bereits 60 FFU pro Mikroliter im Zellkulturüberstand vorhanden (STEWART et 

al., 2012). Auch wenn in der vorliegenden Studie nach zwölf Tagen vor 

Transfektion der siRNAs virale RNA und p27-Antigen in den 

Zellkulturüberständen nachweisbar waren, sollte in einer Folgestudie ein 

quantitativer Virusnachweis erfolgen. Dies wäre nicht zuletzt für die Beurteilung 

einer gezielten antiviralen Wirksamkeit durch siRNAs wichtig. In FCoV- und 

FHV-1-infizierten CrFK-Zellen wurde z. B. vor Transfektion der siRNAs ein 

Plaque-Assay durchgeführt (WILKES & KANIA, 2009; MCDONAGH et al., 

2011).  
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In allen Zellkulturüberständen der mit siRNA-behandelten Zellen war im 

Vergleich zu den unbehandelten und AZT-behandelten Zellen ein geringerer 

Gehalt viraler RNA und p27-Antigen nachweisbar. Der Hemmeffekt der siRNAs 

war nach 48 Stunden am stärksten ausgeprägt. Danach nahm der Effekt 

kontinuierlich ab. Diese Ergebnisse stimmen mit Daten von siRNA-behandelten 

FIV-infizierten Zellen überein (BABA et al., 2007). Eine siRNA kann bereits 

nach 15 Minuten aufgenommen werden und erreicht nach vier Stunden ein 

Plateau (GRUNWELLER et al., 2003). Die höchste siRNA-Aktivität ist 

gewöhnlich nach 24 Stunden erreicht und nimmt nach 48 Stunden ab (RAO et al., 

2009).  

In der vorliegenden Studie wurde u. a. die antivirale Wirksamkeit von siRNAs 

getestet, die komplementär zum FeLV-A-env-Gen (STEWART et al., 1986) 

waren. In anderen Studien wurde gezeigt, dass siRNAs gegen Hüllgene eine virale 

Vermehrung unterdrücken können. In vitro wurde z. B. die virale Replikation 

durch die dem HIV-env-Gen-komplementären doppelsträngigen RNAs (dsRNA) 

gehemmt (PARK et al., 2002). Auch dem bovinen Virus-Diarrhoe-Virus-Hüllgen-

komplementäre siRNAs (MISHRA et al., 2011) und FHV-1-komplementäre gpD-

siRNAs unterdrückten eine Virusvermehrung in vitro (WILKES & KANIA, 

2009). Um eine spezifische Interferenz der env-siRNAs mit dem env-Gen 

nachzuweisen, könnte in einer weiteren Studie das gp70 quantifiziert werden. 

Die mRNA des felinen Wirtszellrezeptors feTHTR1 (MENDOZA et al., 2006) 

diente in dieser Studie als weiteres Angriffsziel für die siRNAs. Um eine 

Wirtszelle zu infizieren, bindet FeLV über das gp70 (env) an den für FeLV-A von 

der Wirtszelle spezifisch synthetisierten felinen Wirtszellrezeptor feTHTR1. Nach 

Fusion der viralen Membran mit der Zellmembran gelangt das virale Material in 

die Wirtszelle. Für HIV-1 wurde gezeigt, dass die Virusreplikation über eine 

Interferenz mit dem CD4
+
-Rezeptors oder der CCR5- und CXCR4-Korezeptoren 

gehemmt wurde (MARTINEZ et al., 2002; NOVINA et al., 2002; LEE et al., 

2003; QIN et al., 2003). In der vorliegenden Studie wurde in den rez-siRNA-

behandelten Zellkulturüberständen ein geringer Gehalt viraler RNA und des p27-

Antigens gemessen. Die antivirale Wirkung der langen rez-siRNA war allerdings 

deutlich stärker ausgeprägt als die der kurzen rez-siRNA. Dies könnte durch die 

unterschiedlichen Nukleotid-Längen zustande gekommen sein. Während in 

manchen Studien keine Unterschiede in der Wirksamkeit durch unterschiedlich 
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lange siRNAs beobachtet wurden, konnte in einer Studie mit FHV-1-infizierten 

Zellen eine bessere Wirksamkeit durch lange (27 Nukleotide) siRNAs erzielt 

werden (WILKES & KANIA, 2009). In einer weiteren Studie wurde gezeigt, 

dass, im Gegensatz zu den 21 Nukleotid-langen siRNAs, 27 Nukleotid-lange 

siRNA eine stärkere und länger anhaltende Hemmung der Expression eines 

modifizierten grün fluoreszierenden Reportergens (GFP) in HEK293-Zellen 

hatten. 27 Nukleotid-lange siRNAs werden im Gegensatz zu 21 Nukleotid-langen 

siRNAs durch das Enzym Dicer prozessiert, was einen positiven Einfluss auf die 

Kinetik des RNAi-Mechanismus gehabt haben könnte. Die 21 Nukleotid-langen 

siRNAs waren zwei Tage und die 27 Nukleotid-langen siRNAs zehn Tage 

wirksam. Ein unspezifischer immunmediierter Einfluss wurde dabei nicht 

beobachtet (KIM et al., 2005). Eine weitere Erklärung für die bessere Wirkung der 

langen rez-siRNA könnte die vorgenommene Modifikation der kurzen siRNAs 

sein. Die kurzen siRNAs wurden im Gegensatz zu den langen siRNAs mit 

Phosphorothioat- und 2‘-O-Methyl-Bindungen modifiziert. Dies könnte eine 

Bindung an die Rezeptor-mRNA gestört und die Wirksamkeit der siRNA 

vermindert haben. Bei der kurzen env-siRNA wurde dieses Phänomen allerdings 

nicht beobachtet. Dies könnte auf unterschiedliche Zielgene zurückgeführt werden 

(KIM et al., 2005). Für den Nachweis eines spezifischen Einflusses der rez-

siRNAs könnte die feTHTR1-mRNA quantitativ bestimmt werden. 

In der vorliegenden Studie wurde die env- und rez-siRNA in equimolarer Menge 

kombiniert (env/rezS, env/rezL). Der Gehalt viraler RNA- und des p27-Antigens 

in den Zellkulturüberständen der mit den kombinierten siRNA-behandelten Zellen 

hat sich nicht signifikant von dem Gehalt in den Zellkulturüberständen der env- 

und rez-siRNA-behandelten Zellen unterschieden. Dennoch könnte eine 

Kombination verschiedener Zielgene einer Resistenzentwicklung vorbeugen und 

trotz viraler Mutationen an Zielgene binden (WILSON & RICHARDSON, 2005). 

In Studien wurde gezeigt, dass kombinierte siRNAs entweder ein stärkeres (JI et 

al., 2003; YE & JIN, 2006) oder kein stärkeres antivirales Hemmpotential haben 

können (LEE et al., 2003).  

Auch in den Zellkulturüberständen der nicht zu env oder feTHTR1 

komplementären siRNAs waren signifikant weniger virale RNA und p27-Antigen 

im Vergleich zu den AZT-behandelten und unbehandelten Zellen nachweisbar. In 

der vorliegenden Studie wurden siRNAs komplementär zum Koi-Herpesvirus 
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(khv) eingesetzt, da eine Virussequenz ohne Beziehung zu der spezifischen 

Zielsequenz eine geeignetere Kontrolle darstellen kann als eine veränderte oder 

willkürlich zusammengesetzte Sequenz (SCHYTH et al., 2006). Die khv-siRNAs 

hatten keine Komplementarität zu dem FeLV-A/Glasgow-1-Genom. Dies wurde 

mithilfe des „Basic Local Alignment Search Tool“ (BLAST) untersucht. In 

anderen Studien wurden siRNA-Kontrollen komplementär zum Glycerinaldehyd-

3-Phosphat-Dehydrogenase-Gen (GADPH) (KAPADIA et al., 2003) oder dem 

GFP (MCDONAGH et al., 2011; ORNELAS et al., 2012) verwendet. In einer 

Folgestudie könnte zusätzlich der Einsatz von unspezifischen siRNAs, z. B. gegen 

ein Reportergen, im Vergleich zu nicht-komplementären siRNAs, z. B. gegen eine 

andere Virussequenz als die Zielsequenz, verglichen werden, um eine mögliche 

Interferenz ausschließen zu können.  

Eine mögliche Ursache für die Unterdrückung der FeLV-Vermehrung durch die 

khv-siRNAs könnte sein, dass sie auf einer anderen Stufe mit dem FeLV-A-

Replikationszyklus oder mit anderen Regionen des felinen Gens interferierten. 

Sogenannte „off-target“-Effekte durch siRNAs können auftreten, wenn andere 

Gene partielle Sequenzübereinstimmungen mit dem Zielgen haben (JACKSON et 

al., 2006b; CHEN & ZHANG, 2012; NAITO & UI-TEI, 2013). Es ist auch eine 

Interferenz der env-siRNAs mit dem endogenen FeLV (RD-114, enFeLV) 

möglich, obwohl sich die Sequenzen zwischen dem endogenen und exogenen 

FeLV in der U3-Region der „Long Terminal Repeat“ und des env unterscheiden 

(CASEY et al., 1981; BERRY et al., 1988; KUMAR et al., 1989). EnFeLV ist im 

Genom von Katzenzellen vorzufinden, kann sich mit FeLV-A rekombinieren und 

die Pathogenität steigern (HARTMANN & HEIN, 2008). Allerdings wurde in 

CrFK-Zellen kaum enFeLV nachgewiesen (OKADA et al., 2011). Um mögliche 

Interferenzen dennoch zu vermeiden, könnten Zellen verwendet werden, die kein 

enFeLV enthalten, wie z. B. HEK293-Zellen (NAKATA et al., 2003) oder 

Tetherin-CrFK-Zellen (FUKUMA et al., 2013).  

Ferner ist die Wirksamkeit von siRNAs von der Verfügbarkeit der Zielsequenz, 

der Stabilität der siRNA und der mRNA-Struktur abhängig. Je stabiler die 

Zielsequenz umso weniger effizient ist die Wirksamkeit einer siRNA (CHEN & 

ZHANG, 2012). Dafür ist auch eine geeignete siRNA-Konzentration essentiell, da 

durch zu hohe oder zu niedrige siRNA-Konzentrationen Nebenwirkungen 
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entstehen können (JACKSON et al., 2003; PERSENGIEV et al., 2004; 

SEMIZAROV et al., 2004). In einer Studie wurden unspezifische Interferenzen 

bei siRNA-Konzentrationen von 0,2 bis 0,025 µM beobachtet, wobei diese 

Effekte mit zunehmend geringeren Konzentrationen abnahmen (PERSENGIEV et 

al., 2004). In einer weiteren Studie wurden unspezifische Effekte bei einer 

siRNA-Konzentration von 0,1 µM aber nicht bei 0,02 µM beobachtet 

(SEMIZAROV et al., 2004). In den meisten Studien wurde eine siRNA-

Konzentration von 0,1 µM verwendet. Diese wird u. a. auch von einigen 

Herstellern empfohlen, obwohl unspezifische Interferenzen beobachtet werden 

können (PERSENGIEV et al., 2004). In anderen Studien wurde sogar eine 

siRNA-Konzentration von 0,2 µM verwendet (WU et al., 2003; BABA et al., 

2007). Dabei war in FHV-1-infizierten Zellen schon eine milde Granulierung zu 

erkennen, als diese mit 0,1 µM einer 21 Nukleotid-langen siRNA behandelt 

wurden. Bei 0,05 µM der 21 Nukleotid-langen siRNA waren diese Nebeneffekte 

nicht mehr erkennbar (WILKES & KANIA, 2009). Diese Konzentration wurde 

auch in der vorliegenden Studie verwendet. In FHV-1-infizierten Zellen zeigten 

0,05 µM einer 27 Nukleotid-langen siRNA eine milde Granulierung (WILKES & 

KANIA, 2009). In der vorliegenden Studie könnte es bei den 27 Nukleotid-langen 

siRNAs auch zu solch einem Nebeneffekt gekommen sein, der einen Einfluss auf 

die Zellviabilität gehabt haben könnte.  

Weiterhin ist die siRNA-Gestaltung für eine spezifische und effektive 

Wirksamkeit entscheidend. Das 5‘-Phosphat ist elementar für den Einbau in RISC 

und eine gezielte Spaltung, die zwischen dem zehnten und elften Nukleotid vom 

5‘-Ende ausgeht (ELBASHIR et al., 2001b). Dabei stören vier bis fünf unpaare 

Nukleotide vom 5‘-Ende zwar nicht die Bindung an die Spaltstelle, können aber 

die Effizienz der Spaltung beeinflussen (HALEY & ZAMORE, 2004; 

MARTINEZ & TUSCHL, 2004). Für die Herstellung von siRNAs sollten speziell 

entwickelte Programme verwendet werden, die automatisch gewisse Grundregeln 

für eine siRNA-Gestaltung berücksichtigen. Dadurch können unspezifische 

Effekte vermindert und die Effektivität und Spezifität von siRNAs enorm 

gesteigert werden. In dieser Studie wurden die siRNA-Sequenzen mittels DEQOR 

konstruiert. Über DEQOR kann ein siRNA-Hemmpotential ermittelt und 

geeignete Regionen für eine Spaltung der Zielregion gefunden werden 

(HENSCHEL et al., 2004). Eine Herstellung von siRNAs alleine mittels BLAST 
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hat womöglich den Nachteil, dass „off-target“-Effekte übersehen werden könnten 

(BIRMINGHAM et al., 2006). Dennoch wurde z. B. für die Herstellung von 

siRNAs gegen FCoV in vitro BLAST verwendet (MCDONAGH et al., 2011). Für 

die Herstellung einer siRNA ist nicht nur die Komplementarität zu den 

beabsichtigten Zielgenen wichtig. Es kommt insbesondere auch auf deren 

Bindungsstabilität an. Kürzlich wurde eine thermodynamische Genomanalyse 

(PICKY) für die Herstellung von siRNAs entwickelt. PICKY kann „off-target“-

Gene identifizieren, die innerhalb eines bestimmten Temperaturbereichs zu einer 

siRNA hybridisiert werden könnten. So können geeignete siRNAs noch 

spezifischer herausgefiltert werden, die mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit nicht 

zu „off-target“-Effekten führen würden (CHEN et al., 2013).  

Weiterhin können „off-target“-Effekte durch eine spezifische Interferenz mit dem 

siRNA-Begleitstrang auftreten. Diese Interferenz muss keinen Einfluss auf die 

Spaltung des Zielgens haben (JACKSON et al., 2003). Unabhängig von der 

Transfermethode kann dieser Effekt auch bei der Verwendung von shRNAs 

auftreten (JACKSON et al., 2006a). Eine Interferenz mit dem Begleitstrang 

könnte durch eine Modifikation des Begleitstranges mit der universellen Base 5-

Nitroindol (Position 15) (ZHANG et al., 2012) oder 2‘-O-Guanidinopropyl 

(Positionen zwei bis 21) (MARIMANI et al., 2013) unterdrückt werden. 

Spezifische „off-target“-Effekte können schon bei einer Komplementarität von 

sieben Nukleotiden auftreten (LIN et al., 2005). Es ist eine Komplementarität 

zwischen dem zweiten bis siebten Nukleotid vom 5‘-Ende des siRNA-Begleit- 

oder Leitstranges entscheidend (JACKSON et al., 2006b). Diese Region ist 

wichtig für die Bindung des endogenen RNAi-Mechanismus über mikro-RNAs, 

die in dieser sogenannten „seed“-Region komplementär zu den 3‘-untranslierten 

Randbereichen (UTR) einer mRNA sind (RAO et al., 2009). Spezifische „off-

target“-Effekte durch siRNAs oder shRNAs sind mit einem endogenen RNAi-

Effekt vergleichbar (BIRMINGHAM et al., 2006; VALENCIA-SANCHEZ et al., 

2006). Daher sind geeignete Untersuchungsmethoden für die Herstellung von 

siRNAs und shRNAs von entscheidender Bedeutung, um diese „off-target“-

Regionen und Interferenzen so weit wie möglich zu vermeiden. Während BLAST 

sich dafür nur wenig effektiv gezeigt hat (BIRMINGHAM et al., 2006), bewähren 

sich DEQOR oder PICKY. Neben den beschriebenen Modifikationen können 

auch ein bis zwei unpaare Basen zwischen einer siRNA und der Zielsequenz eine 
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Interferenz mit der 3‘-UTR-Region vermeiden (RAO et al., 2009). 

Ferner könnte eine Interferenz der siRNAs mit der RT aufgetreten sein. Als 

Polyanion können siRNAs mit dem Template konkurrieren und eine Hemmung 

der RT verursachen. In aviären Myeloblastosis-Virus- und HIV-infizierten Zellen 

war die antivirale Wirksamkeit von Phosphorothioat- und 2‘-O-Methyl-

modifizierten und nicht-modifizierten Oligonukleotiden (ON) sequenzunabhängig 

und auf eine Bindung an die RT zurückzuführen (HATTA et al., 1993). Dieser 

Effekt wurde auch in Herpes-Simplex-Virus-infizierten Zellen beobachtet (GAO 

et al., 1989). In einer in-vivo-Studie führten Kontroll-ON nach 14 Tagen zu einer 

Besserung einer Herpes-induzierten stromalen Keratitis bei Mäusen. Dieser Effekt 

war vermutlich unspezifisch (WASMUTH et al., 2008).  

Die FeLV-Vermehrung in den khv-siRNA-behandelten Zellen könnte auch durch 

unspezifische „off-target“-Effekte unterdrückt worden sein, die nicht durch eine 

spezifische Interaktion durch den RNAi-Mechanismus ausgelöst wurden (RAO et 

al., 2009). Für unspezifische Effekte ist insbesondere eine Immunstimulation 

verantwortlich (JACQUE et al., 2002; HORNUNG et al., 2005; JUDGE et al., 

2005; SIOUD, 2005; SCHYTH et al., 2007). Aber auch Zytotoxizitäten und über 

Vektoren vermittelte Nebenwirkungen zählen dazu (RAO et al., 2009). Bei 

dsRNA-Molekülen von mehr als 30 Nukleotiden wurde eine Proteinkinase R-

vermittelte Immunstimulation in vitro beobachtet, wie es natürlicherweise bei 

viralen Infektionen geschehen würde (BUMCROT et al., 2006). Auch wenn 

siRNAs aus weniger als 30 Nukleotiden bestehen, kann eine Immunstimulation 

über eine Bindung an „Toll-like“-Rezeptoren (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9) eine 

Zytokinproduktion anregen (ELBASHIR et al., 2001a; JACQUE et al., 2002; 

JUDGE et al., 2005; SIOUD, 2005) und dadurch das Immunsystem stimulieren 

(DE VEER et al., 2005; SHARMA & RAO, 2009). SiRNAs können eine 

Antikörper-Bildung gegen HCV in vivo stimulieren (REN et al., 2013). In einer 

Studie wurde eine Zytokinproduktion infolge viraler Infektionen in Katzenzellen 

untersucht. Nach sechs Stunden war in FeLV-infizierten FEA-Zellen und nach 24 

Stunden in FHV-infizierten CrFK-Zellen eine Zytokinproduktion nachweisbar 

(ROBERT-TISSOT et al., 2011). In der vorliegenden Studie wurden CrFK-Zellen 

verwendet. Es wäre also möglich, dass die FeLV-Vermehrung in dieser Studie 

durch eine Immunstimulation, auch unabhängig von einem RNAi-Mechanismus, 
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unterdrückt worden ist. In einer Folgestudie wäre es somit wichtig den Einfluss 

einer möglichen Immunstimulation zu bestimmen. Dafür könnte z. B. die IFN-β-

mRNA mittels PCR gemessen werden (WILKES & KANIA, 2009). In einigen 

Studien wurde diskutiert, ob Guanin-Uracil (GU)-reiche siRNA-Sequenzen eine 

virale Interferenz auslösen könnten. Insbesondere wurden unspezifische Einflüsse 

durch GU-reiche Sequenzen über eine Immunstimulation beschrieben. Es wurden 

Adenin-Uracil (AU)-reiche Sequenzen empfohlen, um eine Immunstimulation zu 

umgehen (DE VEER et al., 2005). Allerdings kann auch durch AU-reiche 

Sequenzen eine Immunantwort ausgelöst werden (GU et al., 2009). Ferner ist 

fraglich, ob sich eine Immunantwort durch GU-reiche Sequenzen in der Zellkultur 

überhaupt mit einer endogenen Aktivierung des Immunsystems vergleichen lässt 

(JUDGE et al., 2005). Der Einbau chemischer Modifikationen, wie auch die in der 

vorliegenden Studie verwendeten Phosphorothioat- und 2‘-O-Methyl-Gruppen, 

sollten eigentlich vor solchen unspezifischen Mechanismen schützen (BRAASCH 

et al., 2003; KURRECK, 2003; JACKSON et al., 2006b). Ein Einfluss 

zytotoxischer Effekte kann in der vorliegenden Studie nicht ausgeschlossen 

werden. Dies kann wie oben beschrieben durch hohe siRNA-Konzentrationen 

hervorgerufen werden. Eine Zytotoxizität kann auch durch FeLV selbst 

hervorgerufen worden sein. Die Zellviabilität wurde in der vorliegenden Studie 

täglich mikroskopisch untersucht. Zudem zeigte sich bei jedem Wechsel des 

Zellkulturmediums ein eindeutiger Farbumschlag des alten Mediums. Dies deutet 

ebenfalls auf eine Vitalität der Zellen hin. Dennoch sollte in einer Folgestudie ein 

Zytotoxizitätsnachweis (z. B. MTT-Test) durchgeführt werden. 

Im Gegensatz zu anderen Studien (HOOVER et al., 1990; ZEIDNER et al., 1990) 

konnte die als Kontrolle in der vorliegenden Studie verwendete Konzentration von 

5 µg/ml AZT die FeLV-Vermehrung in vitro nicht hemmen. In den anderen 

Studien, in denen AZT wirksam war, wurden die CrFK-Zellen bereits 24 Stunden 

vor einer FeLV-Infektion mit AZT behandelt. Eine AZT-Konzentration von 0,5 – 

5 µg/ml führte in diesen Studien zu einer vollständigen Hemmung der 

Virusreplikation, ohne dabei zytotoxische Nebeneffekte zu provozieren. Ein 

möglicher Grund für die fehlende Wirkung von AZT in der aktuellen Studie 

könnte der Infektionszeitpunkt sein. In den anderen Studien wurde AZT vor der 

Infektion der Zellen appliziert. In der aktuellen Studie waren die Zellen dagegen 

vor Applikation von AZT bereits zwölf Tage infiziert. Ein weiterer Grund für eine 
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fehlende Wirkung von AZT könnte die nur einmalige Applikation von AZT 

darstellen. In Vergleichsstudien wurden die Zellen täglich mit AZT behandelt. In 

der vorliegenden Studie wurde von einer mehrtätigen AZT-Gabe abgesehen, da 

die AZT-behandelten Zellen als Vergleichskontrolle zu den siRNA-behandelten 

Zellen dienten. Auf der anderen Seite kann auch eine Resistenzentwicklung der 

infizierten CrFK-Zellen gegenüber AZT nicht ausgeschlossen werden. Eine 

Resistenzentwicklung wurde bereits in einer Studie mit FIV-infizierten Zellen 

entdeckt (REMINGTON et al., 1991). In einer nachfolgenden Studie könnte eine 

tägliche AZT-Behandlung mit einer siRNA-Behandlung verglichen werden. Auch 

wenn das Behandlungsintervall dann unterschiedlich wäre, kann dennoch der 

Einfluss von AZT auf die FeLV-Vermehrung erfasst und mit den siRNA-

behandelten Zellen verglichen werden. Weitergehend wäre es interessant auch 

unterschiedliche Applikationsintervalle von siRNAs zu beobachten und mit AZT 

zu vergleichen. Dafür könnten FeLV-infizierte Zellen täglich mit siRNAs 

behandelt und eine antivirale Wirksamkeit mit AZT-behandelten Zellen im 

gleichen Applikationsintervall verglichen werden. Für die Kontrolle der 

Hemmung einer FeLV-Vermehrung durch siRNAs und AZT wären 

Untersuchungen auf eine Zytotoxizität und der Einfluss einer Immunstimulation 

zu berücksichtigen. 

Kürzlich wurde in einer Studie die antivirale Wirkung von shRNAs gegen das 

FeLV-A/Rickard-gag-Gen in FeLV-infizierten-Zellen untersucht (ORNELAS et 

al., 2012). Dafür wurden Zellen u. a. gleichzeitig mit FeLV infiziert und shRNAs 

behandelt. Dabei geben die Autoren keine Information zu einer etablierten FeLV-

Infektion an. Bei zwei von drei shRNA-Molekülen konnte nach 48 Stunden 

mittels Immunoblot eine Verringerung des p27-Antigens um ca. 40 % bis 70 % 

nachgewiesen werden. Die Untersuchung der RT-Aktivität zeigte einen 

Hemmeffekt in einer ähnlichen Größenordnung. Das gag-Gen könnte somit 

ebenfalls ein geeignetes Angriffsziel für siRNAs darstellen. Allerdings wurde im 

Gegensatz zur aktuellen Studie nicht der Gehalt viraler RNA untersucht und das 

p27-Antigen mittels Densitometrie untersucht. Die Sequenzidentität zwischen 

FeLV-A/Rickard- und dem in der aktuellen Studie verwendeten FeLV-

A/Glasgow-1-Subtyp wird auf etwa 76 % bis 78 % geschätzt (ROSENBERG et 

al., 1980). Es wäre sehr interessant, diesen Ansatz auch in FeLV-A/Rickard-

infizierten und in FeLV-A/Glasgow-1-infizierten Zellen zu untersuchen. Dadurch 
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wäre ein Vergleich einer antiviralen Wirksamkeit zwischen den beiden Subtypen 

möglich.  

Auf der Homepage der Firma BioinGentech (Chile) wird ein auf RNAi-

basierendes FeLV-Therapeutikum angeboten („VetRNAi F003; siRNA FeLV, 

Inhibitor of viral replication Feline Leukemia Virus“, 

http://rnaivet.com/RNAi%20Based%20Therapeutics%20FeLV.php). Es gibt 

allerdings keine Informationen, wie das Medikament getestet wurde. In der 

Produktinformation steht, dass es als ein antivirales, antiproliferatives und 

immunmodulierendes Medikament einen Schutz vor FeLV, oder bei vorliegender 

FeLV-Infektion, eine Kontrolle der FeLV-Infektion ermöglicht. Ferner ist dort 

beschrieben, dass das Medikament als Pulver über das Trinkwasser gegeben 

werden soll. Die Bioverfügbarkeit einer oral verabreichten siRNA ist allerdings 

fraglich. Bis heute wird nach geeigneten Applikationstechniken für oral 

verabreichte siRNAs geforscht (AOUADI et al., 2009; WHITEHEAD et al., 2009; 

MOHANAN et al., 2010; WILSON et al., 2010; PECOT et al., 2011; HE et al., 

2013). Die Firma gibt nicht an, in welchem Zeitraum eine Katze das mit siRNA 

versetzte Wasser trinken sollte. Laut Produktinformation kann das Medikament 

auch injiziert oder auf einem anderen Weg, der nicht angegeben wird, absorbiert 

werden. Hierfür sei der Tierarzt heranzuziehen. Ein Vergleich der Wirksamkeit 

zwischen den verschiedenen Applikationstechniken wäre interessant, ist in der 

Produktinformation aber auch nicht aufgeführt. Der Hersteller rät von zeitgleich 

durchgeführten Therapien, insbesondere mit Antibiotika, ab. Als Nebenwirkungen 

werden milde respiratorische Symptome angegeben. Es gibt jedoch keinerlei 

publizierte Studien. 

Eine geeignete siRNA-Dosierung und ein passender Transportmechanismus sind 

notwendig, damit die siRNA vor Ankunft am Zielorgan nicht vom Körper 

abgebaut wird. Dabei kann der Einsatz von nicht-viralen und viralen Vektoren 

nützlich sein. Virale Vektoren sind im Vergleich zu nicht-viralen Vektoren 

wirksamer (ZHANG et al., 2007; LUTEN et al., 2008). Sie schleusen shRNAs 

direkt in das Wirtszellgenom ein. In einer Studie wurde ein mit shRNA beladener 

Moloney-Murin-Leukämievirus-Vektor erfolgreich gegen HCV eingesetzt 

(KRONKE et al., 2004). Allerdings können diese Vektoren in der Nähe von 

Protoonkogenen eingebaut und diese dadurch aktiviert werden (SCHMIDT et al., 

http://rnaivet.com/RNAi%20Based%20Therapeutics%20FeLV.php
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2002; HACEIN-BEY-ABINA et al., 2003; HACEIN-BEY-ABINA et al., 2008), 

wobei dieses Problem durch Modifikationen vermindert werden könnte 

(KVARATSKHELIA et al., 2014). In einer FIV-Zellkulturstudie wurden shRNAs 

über einen lentiviralen (HIV-1-) Vektor in das Wirtszellgenom integriert. Durch 

die stetige shRNA-Expression konnte so eine stabile Wirkung und FIV-Hemmung 

erreicht werden (HARPER et al., 2006; BABA et al., 2008). T-Lymphozyten von 

HIV-Patienten wurden mit antisense RNAs gegen HIV mit einem lentiviralen 

Vektor transfiziert. Anschließend wurden diese T-Zellen den Patienten wieder 

zugeführt (DROPULIC, 2001; DAVIS et al., 2004). Hämatopoetische 

Stammzellen konnten auch mit einem siRNA-beladenen lentiviralen Vektor 

transfiziert werden, der den Patienten intravenös verabreicht wird (HANNON & 

ROSSI, 2004). In Primaten wurde die Effektivität von siRNAs untersucht. Diese 

wurden über ein CD34
+
-hämatopoetisches Stammzelltransplantat gegen einen 

HIV-Chemokin-Korezeptor CCR5 gerichtet, dessen Expression darüber gehemmt 

werden konnte. Auch nach 14 Monaten konnte eine stetige Expression dieser 

siRNAs und Hemmung der CCR5-Expression beobachtet werden. Dabei wurden 

keine Nebenwirkungen beobachtet. Die Autoren dieser Studie postulieren, dass 

dieses siRNA-Transplantat eine Behandlungsmöglichkeit für HIV-infizierte 

Menschen darstellen könnte (AN et al., 2007).  

Auch nicht-virale Transportoptionen sind beschrieben. Typischerweise werden 

dafür Ansätze mit Kationen hergestellt. Die positive Ladung der Kationen 

unterstützt die Bindung der siRNAs an die negativ geladenen Nukleinsäuren und 

Glykokalix der Zellmembran. Durch die positive Ladung der Kationen können 

aber auch toxische Nebeneffekte auftreten (ZHANG et al., 2007; KIM et al., 

2009). Weiterhin können monoklonale Antikörper und Peptide als nicht-virale 

Vektoren eingesetzt werden (HUGHES & RAO, 2005; VORHIES & 

NEMUNAITIS, 2007). Diese binden an die Zellmembran und werden dann über 

Endozytose in die Zelle aufgenommen. Eine weitere Möglichkeit sind lipid-

basierte Nanopartikel, wie das „lipid-PEG“-Konjugat (MOREIRA et al., 2008). In 

einer Studie wurden Polyethylamin-kombinierte siRNAs erfolgreich in Influenza-

infizierte Mäuse eingeschleust und damit therapiert (GE et al., 2004). Ferner 

wurde der Einsatz von Aptameren diskutiert. Diese einzelsträngigen RNA- oder 

DNA-Moleküle binden Proteine, z. B. Rezeptoren, an der Zelloberfläche und 

fördern die siRNA-Aufnahme in eine Zelle (DOVE, 2010; LI et al., 2013). 
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In der aktuellen Studie wurden die siRNAs mittels HiPerFect-

Transfektionsreagens in die CrFK-infizierten Zellen eingeschleust. HiPerFect 

besteht aus Kationen und neutralen Lipiden. Laut Hersteller (Qiagen) ist damit ein 

effektives Einschleusen niedriger siRNA-Konzentrationen in Zellen möglich. 

HiPerFect wurde auch in vielen anderen Studien mit siRNAs in Zellkulturen 

verwendet. In einer Studie wurden siRNAs in humane vaskuläre Aorta-

Endothelzellen mit HiPerFect transfiziert (NABZDYK et al., 2011). Dabei wurde 

keine Zelltoxizität durch das Transfektionsmittel beobachtet. In einer anderen 

Studie wurde kein Einfluss von HiPerFect auf die Zellviabilität beobachtet 

(FORSBACH et al., 2012). Die Autoren beschreiben, dass eine Transfektion der 

RNAi nicht von der Partikelgröße oder Oberfläche des Transfektionsmittels 

abhängig ist, sondern von der Fähigkeit die siRNA in das Zytoplasma zu 

entlassen. Von dort aus wird die siRNA von RISC aufgenommen und der RNAi-

Mechanismus gestartet. Andere Transfektionsmittel (z. B. DOTAP, ESCORT, 

Lipofectamin) behinderten den Prozess der siRNA-Freilassung in das Zytoplasma 

sogar. Die Transfektionsmittel riefen eine Immunstimulation hervor, die den 

RNAi-Effekt beeinflussen kann. So wurde durch HiPerFect die Aktivität von 

Tumornekrosefaktor-alpha und IFN in vitro sogar gehemmt. In in-vitro-Studien 

lag die HiPerFect-siRNA-Transfektionseffizienz bei ca. 61 % (YE et al., 2011) 

und 70 % bis 80 % (ZHAO et al., 2008) . In einer nachfolgenden Studie sollte 

eine siRNA-Transfektion, z. B. mittels fluoreszenzmarkierter siRNAs, 

nachgewiesen werden.  

Auch bifunktionale shRNAs könnten einen interessanten therapeutischen Ansatz 

gegen virale Infektionen darstellen. Sie bestehen aus zwei Anteilen. Der eine 

Anteil besteht aus einem zur Ziel-mRNA komplementären Leit- und 

Begleitstrang. Der andere Anteil ist zwischen dem neunten und zwölften 

Nukleotid nicht komplementär zur Ziel-mRNA. Dadurch werden im RISC ein 

sequenzabhängiger und eine sequenzunabhängiger „Gen-Knockdown“ 

durchgeführt. Es werden gleichzeitig die komplementäre Ziel-mRNA abgebaut 

und die Translation verhindert. Durch den bifunktionalen Mechanismus haben 

diese shRNAs im Vergleich zu shRNAs und siRNAs eine sehr hohe Effektivität 

(RAO et al., 2009).  

Phosphorothioat- und 2‘-O-Methyl-siRNA-Modifikationen, die auch in der 
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vorliegenden Studie verwendet wurden, verbessern die Stabilität im Serum und 

die Wirksamkeit. Phosphorothioat-Modifikationen vermindern die Gefahr einer 

vorzeitigen Spaltung durch Nukleasen und Integrasen. Des Weiteren erhöhen sie 

die Bindung an Proteine im Serum und erhöhen somit die Bioverfügbarkeit. 2‘-O-

Methyl-Modifikationen vermindern auch die Gefahr eines vorzeitigen Abbaus 

durch Nukleasen und erhöhen die thermodynamische Stabilität (BRAASCH et al., 

2003).  

Eine Wirksamkeit von siRNAs in vitro ist nur bedingt mit einer Wirksamkeit in 

vivo zu vergleichen. Die Wirksamkeit von siRNAs in Mäusen (GE et al., 2004; 

TOMPKINS et al., 2004) und Primaten (AN et al., 2007) waren mit der 

Wirksamkeit in Zellkulturen vergleichbar. In Mäusen wurde die Wirksamkeit von 

siRNAs gegen das Influenza-A-Virus in vivo untersucht (TOMPKINS et al., 

2004). Die Virustiter im Lungengewebe waren zwei Tage post mortem signifikant 

geringer als die der Kontrollgruppe. Die Hemmung der Virusvermehrung war in 

vitro und in vivo vergleichbar (GE et al., 2003; GE et al., 2004; TOMPKINS et 

al., 2004). Die Zellen wurden zwei Stunden vor der siRNA-Behandlung mit dem 

Influenza-A-Virus infiziert. Nach 60 Stunden war der Virusgehalt der mit siRNA-

behandelten Zellen ca. achtmal geringer als in der Zellen, die keine Therapie 

bekommen hat (GE et al., 2003). In der vorliegenden Studie war der Gehalt viraler 

RNA nach 48 Stunden in den Überständen der siRNA-behandelten Zellen 

zwischen 0,7-fach (rezS-siRNA) und 17,5-fach (envS-siRNA) geringer im 

Vergleich zu den Überständen der Kontrollen (AZT und Leerprobe), obwohl die 

Zellen bereits 13 Tage infiziert waren. In Rhesus-Makaken wurde die Effektivität 

von Vektoren übertragene shRNAs gegen die Expression des Korezeptors CCR5 

untersucht. Die Expression der shRNAs in vitro war laut Angabe der Autoren mit 

der Expression in vivo vergleichbar. Die Expression des Rhesus-Korezeptors 

CCR5 konnte wirksam gehemmt werden (AN et al., 2007).  

Ein Nachteil der RNAi-Therapie sind Mutationen von Viren im Feld. Synthetisch 

hergestellte siRNAs können dann keine spezifische Bindung mit dem mutierten 

Virus mehr eingehen. Auch die Entstehung viraler Resistenzen würde eine 

effektive Wirkung von siRNAs behindern. Dieses Phänomen wird insbesondere 

bei RNA-Viren beobachtet, da deren virale Polymerase unspezifisch ist. Eine 

Kombination aus siRNAs, die unterschiedliche Zielgene angreifen, könnte einer 
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Resistenzbildung vorbeugen. Eine solche Kombination wurde bereits in in-vitro-

Studien mit HIV und HCV (BODEN et al., 2003; DAS et al., 2004; WILSON & 

RICHARDSON, 2005; WU et al., 2005) sowie in der vorliegenden Studie 

durchgeführt.  

In der vorliegenden Studie kann nicht eindeutig nachgewiesen werden, wodurch 

die Hemmung der FeLV-Vermehrung tatsächlich verursacht wurde, da auch in 

den Zellkulturüberständen der nicht-komplementären siRNAs ein geringerer 

Gehalt viraler RNA und des p27-Antigens nachgewiesen wurde. Eine mögliche 

Wirksamkeit der siRNAs gegen eine FeLV-Vermehrung kann auch nur durch 

spezifische und unspezifische „off-target“-Effekte ausgelöst worden sein. Um 

einen spezifischen Einfluss von env- und rez-siRNAs auf eine FeLV-A/Glasgow-

1-Vermehrung nachzuweisen, sind weitere Untersuchungen nötig. Auch 

experimentelle Fehler, z. B. beim „annealing“ der siRNAs, bei der Transfektion 

des Virus oder der siRNAs, bei der Inkubation und Austausch des 

Zellkulturmediums, können nicht ausgeschlossen werden. Für eine spezifische 

Interferenz der siRNAs mit den Zielgenen könnten in einer Folgestudie die 

feTHTR1-mRNA und das gp70 quantitativ bestimmt werden. Hinzukommend 

sollte eine dosisabhängige Wirkungskinetik der siRNAs durchgeführt werden. 

Ferner könnten fluoreszenzmarkierte siRNAs verwendet werden, um eine 

Transfektion und Stabilität der siRNAs zu untersuchen. Des Weiteren ist ein 

quantitativer Virusnachweis erforderlich. Weiterhin ist auch ein 

Zytotoxizitätsnachweis, um den Einfluss von siRNAs und des Virus auf die 

Zellviabilität zu untersuchen, wichtig. Ein immunmediierter Einfluss auf die 

virale Vermehrung könnte durch IFN-Messungen untersucht werden (SCHYTH et 

al., 2007; WILKES & KANIA, 2009).  

Interessant könnte der Vergleich einer antiviralen Wirksamkeit FeLV-infizierter 

Zellen mit siRNA und shRNA sein. In einer weiteren Studie könnte das Provirus 

aus den Zellen extrahiert und mit der viraler RNA im Überstand zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten quantifiziert und verglichen werden. In einer 

Studie war die virale RNA bereits nach einer Woche im Plasma FeLV-infizierter 

Katzen nachweisbar. Dieser im Vergleich zum Provirus- und p27-Antigen-

Nachweis sehr frühe Nachweis ist für die Beurteilung eines Infektionsverlaufs 

geeignet (TANDON et al., 2005).  
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Um die Wirkung von siRNAs in FeLV-infizierten Katzen zu erforschen, sind 

noch weitere in-vitro-Studien nötig. Für eine therapeutische Anwendung in FeLV-

infizierten Katzen könnte auch der Infektionszeitpunkt für eine Therapie mit 

siRNAs ausschlaggebend sein. Dafür wären Untersuchungen zur Wirksamkeit 

von siRNAs in sowohl akut als auch chronisch FeLV-infizierten Zellen 

interessant. Für den Einsatz antiviraler Hemmstoffe ist grundsätzlich die 

Wirksamkeit gegen eine etablierte und persistierende FeLV-Infektion in Katzen 

wichtig, da in der Praxis symptomatische Katzen vorgestellt werden.  
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V. ZUSAMMENFASSUNG 

Katzen, die mit dem felinen Leukämievirus (FeLV) infiziert sind, können schwere 

Krankheitssymptome entwickeln. Viele antivirale Medikamente aus der 

Humanmedizin sind aufgrund schwerer Nebenwirkungen bei Katzen nicht 

anwendbar. Ein neuer Ansatz für die Behandlung von FeLV-infizierten Katzen 

könnten kurze RNA-Moleküle, sogenannte „small interfering RNAs“ (siRNAs), 

darstellen. siRNAs können über Basenpaarung an die virale RNA binden und 

dadurch eine Virusvermehrung hemmen. In vielen Studien wurde gezeigt, dass 

spezifische siRNAs die Replikation verschiedener RNA- und DNA-Viren in vitro 

und in vivo unterdrücken. 

Ziel der Arbeit war es, die Wirksamkeit von siRNAs auf eine FeLV-A/Glasgow-

1-Vermehrung in Crandell-Rees feline kidney-(CrFK-)Zellen zu untersuchen. Die 

infizierten CrFK-Zellen wurden nach 13 Tagen mit dem FeLV-Hüllgen (env) und 

der zellulären felinen Rezeptor (feTHTR1)-mRNA komplementäre sowie nicht-

komplementäre, 21 bis 27 Nukleotid-lange, siRNAs transfiziert. Als Kontrolle 

wurden die infizierten CrFK-Zellen mit 5 µg/ml Azidothymidin (AZT) und einer 

Leerprobe, die weder siRNA noch AZT enthielt, behandelt. Die 

Zellkulturüberstände wurden an fünf aufeinanderfolgenden Tagen im Abstand von 

24 Stunden abgenommen und auf den Gehalt viraler RNA mittels quantitativer 

real time RT-PCR und das FeLV-p27-Antigen mittels ELISA untersucht.  

Der Gehalt viraler RNA und des p27-Antigens in den Zellkulturüberständen aller 

der mit siRNA-behandelten Zellen war nach 48 Stunden im Vergleich zu den 

Zellkulturüberständen der Leerprobe oder den AZT-behandelten Zellen 

signifikant geringer. Da dies auch bei den nicht-komplementären siRNAs 

nachweisbar war, ist eine spezifische antivirale Wirksamkeit der siRNAs gegen 

eine FeLV-Vermehrung in dieser Studie fraglich. Die FeLV-Vermehrung könnte 

durch eine unspezifische Bindung der siRNAs an das FeLV-Gen, einer 

Immunstimulation, einer Interferenz mit der Reversen Transkriptase, oder einer 

möglichen Zytotoxizität beeinflusst worden sein. In dieser Studie konnte die 

FeLV-Vermehrung durch AZT nicht unterdrückt werden. Dies könnte im 

Unterschied zu anderen Studien an der einmaligen Applikation gelegen haben.  

Um eine spezifische antivirale Wirksamkeit von siRNA gegen eine FeLV-
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Vermehrung nachzuweisen, sind weitere Untersuchungen nötig. Dabei muss auch 

der Einfluss durch unspezifische Mechanismen berücksichtigt werden. 
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VI. SUMMARY 

Infection with feline leukemia virus (FeLV) can lead to a clinical syndrome in 

cats that is hardly treatable until today. Antiviral compounds for the treatment of 

human infections are commonly toxic in cats. Therefore, new therapeutic 

strategies are needed to treat FeLV in cats. In this study, the use of “small 

interfering RNA” (siRNA) was investigated in vitro. Earlier studies showed good 

efficacy in inhibiting virus replication of different RNA and DNA viruses in vitro 

and in vivo. Post-transcriptionally, specific siRNAs, homologous to the target 

region of the complementary strain, can interfere with the target region and inhibit 

virus replication.  

The aim of this study was to investigate the efficacy of siRNAs in FeLV-

A/Glasgow-1-infected Crandell-Rees feline kidney (CrFK) cells. After 13 days, 

infected cells were transfected with either 21 or 27 nucleotide-long siRNAs, 

designed complementary to the FeLV envelope (env) gene, the mRNA of the 

specific cellular feline receptor (feTHTR1), or non-complementary to the target 

genes. As a control, cells were treated with 5 µg/ml azidothymidine (AZT) that 

has been determined to inhibit FeLV infection, and a mock transfection without 

containing siRNA or AZT. Culture supernatants were taken every 24 hours for 

five days, and viral RNA was quantified by real time RT-PCR and viral antigen 

p27 was quantified by ELISA.  

In all cell culture supernatants of siRNA treated cells, viral RNA and p27 load 

were significantly lower compared to AZT and mock. Because this was also seen 

in the supernatants of the non-complementary siRNAs, a specific antiviral 

efficacy of siRNAs against FeLV replication is unclear. An antiviral effect on 

FeLV replication could have been caused by a binding to another region of the 

FeLV genome that is crucial for virus replication, through an interference of the 

feline cellular genome and thus inhibited cell structures that the virus uses for 

replication, or an inhibition due to a binding to the reverse transcriptase. Also, the 

effects might depend on an unspecific stimulation of the immune system or a 

cytotoxic effect. AZT did not show any efficacy in inhibiting viral replication. In 

other studies, AZT was added on a daily bases, which is different from this study.  

Further investigations are necessary to determine a specific inhibition of FeLV 
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replication due to siRNA treatment, and any possible off-target effects still have 

to be clarified.  
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