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l. EINLEITUNG

Das feline Leukdmievirus (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 einzelstrangige
Ribonukleinsdaure (RNA) in eine Desoxyribonukleinsaure (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 eingeschrankt 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 komplementare, 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 komplementar 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 Immunschwachevirus (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 Leukdmievirus (MuLV) der Mause (YE
& JIN, 2006) untersucht. Ziel der vorliegenden Studie war es, die antivirale
Wirksamkeit spezifisch synthetisierter sSiRNAs gegen eine FeLV-Replikation in

vitro zu untersuchen.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Wirksamkeit antiviraler Hemmstoffe auf die Vermehrung

des felinen Leukamievirus 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 groRen Ahnlichkeit viele der gegen HIV wirksamen Medikamente auch
gegen FeLV erforscht (GREGGS et al., 2012). Antiretrovirale Chemotherapeutika
kdnnen 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 fur die Behandlung
FeLV-infizierter Katzen. Die eingesetzten antiviralen Wirkstoffe sind entweder in
vivo nicht ausreichend wirksam oder zu toxisch (POLAS et al., 1990; SWENSON
etal., 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 Wirtszelloberflache (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-abhangige DNA-
Polymerase, die die virale RNA in eine DNA umschreibt. Die virale DNA kann
dann in das Wirtszellgenom integriert werden. Zu den RTI z&hlen 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 zéhlen
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
naturlich vorkommenden Nukleosiden. NRTI werden in der Zelle dreifach
phosphoryliert und dadurch aktiviert. Danach werden sie wéhrend 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 groRe Ahnlichkeit 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 Aminosdure Valin
ersetzt (YVDD) (DONAHUE et al.,, 1988). Die Aminosaure (Methionin oder
Valin) im aktiven Zentrum der RT der Retroviren, ist ausschlaggebend fir die
Aufnahmefahigkeit 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 Aminosaure Valin bei MuLV und
FeLV wird der Einbau von NRTI mit modifizierten Zuckern rdumlich 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 flr 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 gehdrt zu den am
besten erforschten antiviralen Medikamenten in der Tiermedizin (HARTMANN,
2012).
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AZT unterdriickt 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 % unterdriickt (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 Zytotoxizitat wurde bei
einer AZT-Konzentration von 100 pg/ml in U937-Zellen beobachtet. In den
U937-Zellen war die AZT-Aufnahmekapazitat geringer. Dadurch akkumulierte
sich AZT im Zellkulturiberstand, wodurch eine Zytotoxizitat ausgeldst wurde. In
anderen Zelllinien (MOLT4, HT1080) wurde keine Zytotoxizitat 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 Anamie
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 fur die Behandlung von HIV-
Patienten zugelassen, allerdings 2006 wieder vom Markt genommen, da andere
noch besser wirksame NRTI verfligbar 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 pM kein antiviraler Hemmeffekt beobachtet (POLAS et
al., 1990). 12 — 20 pg/ml ddC waren in einer Studie zytotoxisch (ZEIDNER et al.,
1989). In einer anderen Studie wurde dagegen keine Zytotoxizitdt beobachtet
(POLAS et al., 1990).

Zalcitabin ist in wirksamen Hemmstoffkonzentrationen bei Katzen sehr toxisch.

Schon geringe Konzentrationen flihren zu einer chronisch progressiven
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Thrombozytopenie. Fir Katzen vertragliche Konzentrationen haben kaum eine
Wirksamkeit gegen FeLV (POLAS et al., 1990).

1.1.1.3. Didanosin

Didanosin (2¢, 3°-Didesoxyinosin, ddl) ist ein Inosinanalogon. Seine antivirale
Wirksamkeit gegen HIV wurde 1986 erstmalig entdeckt (MITSUYA &
BRODER, 1986). Seit 1991 ist ddl fir die Behandlung von HIV-infizierten
Menschen zugelassen (FDA, 2015a). Seit 2013 ist es auch fir die Behandlung von
HIV im Vereinigten Konigreich und einigen Mitgliedstaaten der Europdischen
Union zugelassen (EMA, 2015b).

Intrazelluldr wird ddl in das aktive Didesoxyadenosin-Triphosphat umgewandelt
(PERRY & BALFOUR, 1996). Es unterdriickt wie AZT und ddC eine FelLV-
Vermehrung in vitro. Die Zellen wurden 24 Stunden bis 45 Minuten vor einer
FeLV-Infektion mit ddl behandelt (TAVARES et al., 1989; MUKHERJI et al.,
1994) (Tabelle 3). 100 pg/ml ddl 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 Zellviabilitatt (MUKHERJI et al., 1994).

1.1.1.4. Gemcitabin

Gemcitabin (2¢, 2°-Difluoro-2°-Desoxycytidin) ist ein Cytosinanalogon. Es ist seit
2006 fur 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. Dafur 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 Zytotoxizitdt wurde nur
bei einer sehr hohen Konzentration (0,23 uM) beobachtet (GREGGS et al., 2012).

Gemcitabin hat einen modifizierten Zuckerrest. Durch die Aminoséure 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 konnte nicht als Substrat der RT wéahrend der viralen

Replikation in die DNA eingebaut worden sein, sondern die virale Vermehrung
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durch eine Interaktion mit den dafur bendtigten Desoxyribonukleosid-
triphosphaten behindert haben. Diese werden normalerweise von der RT wéhrend
der Elongationsphase der viralen Replikation fur die Bildung eines
komplementéren viralen Stranges zum Matrizenstrang gebraucht (BEBENEK et
al., 1992; GREGGS et al., 2012).

Gemcitabin wird bei Menschen intravends appliziert. Die Bioverfligbarkeit von
oral verabreichten Gemcitabin ist gering. Dies liegt an der geringen intestinalen
Permeabilitdit und dem schnellen enzymatischen Abbau Uber 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
Permeabilitat verbessert und die Phosphorylierung in der Leber und
Akkumulation von Gemcitabin vermindert (MOYSAN et al., 2013). Durch die
zusétzliche Gabe von Tetrahydrouridin (Cytidin-Desaminase-Inhibitor) kann die

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

1.1.1.5. Decitabin

Decitabin (5-Aza-2°-Desoxycytidin) zahlt 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 Europaischen Union zur Behandlung der akuten
myelodischen Leukdmie des Menschen zugelassen (EMA, 2015a). Kiirzlich
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. Daflr 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 pM waren zytotoxisch (GREGGS et al., 2012).

Auch Decitabin wird bei Menschen intravends 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 Leukdmievirus; CrFK, Crandell-Rees feline kidney; Min., Minuten;
Std., Stunden; ELISA, Enzyme-linked Immunosorbent Assay; uM, Mikromol; *, Konzentration in Mikromol bei einem Molekulargewicht von
267,24 Gramm pro Mol; £, mittlere Standardabweichung)

Therapiebeginn Wirksame Hemmung der FeLV-
FeLV Zellen vor/gleichzeitig/nach Nachweismethode Hemmstoff- Replikation Studie
FeL V-Infektion der konzentration | Hemmung | Tag nach
Zellen (UM) (%) Infektion
AJ/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 - 100 4 HOOVER et al., 1990;
0,019* 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 MUKHERIJI et al., 1994
C/Sarma U937 24 Std. vorher p27-Antigen-ELISA 231+13 50 11 MUKHERJI et al., 1994
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Tabelle 2: Wirksamkeit von Zalcitabin gegen FeLV in vitro (FeLV, felines Leukdmievirus; CrFK, Crandell-Rees feline kidney; SPF-K (3/3),
Knochenmarkszellen drei spezifisch-Pathogen-freier Katzen; Std., Stunden; Min., Minuten; ELISA, Enzyme-linked Immunosorbent Assay; *,

infektioser Zellkulturlberstand als Inokulum in 81C-Zellen; uM, Mikromol; *, Konzentration in Mikromol bei einem Molekulargewicht von 211,22

Gramm pro Mol)

Therapiebeginn Wirksame Hemmung der FeL V-
FeLV Zellen vor/gleichzeitig/nach Nachweismethode Hemmstoff- Replikation Studie
FeL V-Infektion der konzentration | Hemmung | Tag nach
Zellen (UM) (%) 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
AlFea 3201 gleichzeitig indirect focal infectivity assay” 10 90 5 POLAS et al., 1990
AlFea 3201 gleichzeitig indirect focal infectivity assay” 5 70 5 POLAS et al., 1990
AlFea 81C gleichzeitig direct focal reduction assay 12,13 80 10 POLAS et al., 1990
AlFea 81C gleichzeitig direct focal reduction assay 0,1 60 10 POLAS et al., 1990
A/Fea SPF-K gleichzeitig indirect focal infectivity assay” | 43— 128 (2/3) 80 7 POLAS et al., 1990
(3/3)
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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 Leukamievirus; Min., Minuten; Std., Stunden; ELISA, Enzyme-linked

Immunosorbent Assay; UM, Mikromol; £, mittlere Standardabweichung)

Therapiebeginn Wirksame Hemmung der FeL V-
FelLV Zellen vor/gleichzeitig/nach Nachweismethode Hemmstoff- Replikation Studien
FeLV-Infektion der konzentration | Hemmung | Tag nach
Zellen (UM) (%) Infektion
A/Rickard 81C 45 Min. vorher focus reduction assay 100 60 12 TAVARES et al., 1989
AJ/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
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Tabelle 4: Wirksamkeit von Gemcitabin gegen FeLV in vitro (FeLV, felines Leukdmievirus; CrFK, Crandell-Rees feline kidney; Std., Stunden;
MM, Mikromol)

Therapiebeginn Wirksame Hemmung der FeLV-
FelLV Zellen vor/gleichzeitig/nach Nachweismethode Hemmstoff- Replikation Studie
FeLV-Infektion der Konzentration | Hemmung | Tag nach
Zellen (uUM) (%) 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 Leukdmievirus; CrFK-Zellen, Crandell-Rees feline kidney; Std.,
Stunden; uM, Mikromol)

Therapiebeginn Wirksame Hemmung der FeLV-
FeLV Zellen vor/gleichzeitig/nach Nachweismethode Hemmstoff- Replikation Studie
FeLV-Infektion der Konzentration | Hemmung | Tag nach
Zellen (UM) (%) 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 missen sie im Gegensatz zu den
Nukleosidanaloga fur eine Aktivierung intrazelluldr 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
gehoren zu den NtRTI und sind azyklische Nukleosidphosphonate. Durch ihre
Phosphonatgruppe (direkte Kohlenstoff-Phosphat-Bindung) koénnen 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 gehort zu den azyklischen Nukleosidphosphonaten (PERTUSATI et
al., 2014). Es wurde 1989 erstmalig entdeckt (BRONSON et al., 1989). In der
Humanmedizin wird Adefovir fur 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 uM PMEA
den zytopathischen Effekt um mehr als 50 %. Allerdings beeinflussten diese
Hemmstoffkonzentrationen die Zellviabilitat. Nach elf Tagen war kein antiviraler
Hemmeffekt in den FeLV-infizierten 3201-Zellen mehr nachweisbar (HOOVER
etal., 1991).

Die antivirale Wirksamkeit von PMEA wurde auch bei Katzen untersucht. PMEA
ist in wirksamen Hemmstoffkonzentrationen toxisch (hochgradige aregenerative
Anamie). 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)) st

ebenfalls ein  Adenosinanalogon und gehoért 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
entstent im Korper aus dem zugelassenen Prodrug Tenofovirdisoproxil (TDF)
(DE CLERCQ, 2009).

Die antivirale Wirksamkeit von TDF gegen FeLV wurde kirzlich untersucht. Die
Zellen wurden zwei Stunden vor einer FeLV-Infektion mit TDF behandelt
(Tabelle 7). Eine Zytotoxizitdt wurde erst bei einer Konzentration von mehr als
20 UM beobachtet. Diese Konzentration ist allerdings zehn Mal hoher als die
mittlere Hemmstoffkonzentration (GREGGS et al., 2012).
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Tabelle 6: Wirksamkeit von Adefovir gegen FeLV in vitro (FeLV, felines Leuk&mievirus; CrFK-Zellen, Crandell-Rees feline kidney; Std.,

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

Therapiebeginn Wirksame Hemmung der FeL V-
FeLV Zellen vor/gleichzeitig/nach Nachweismethode Hemmstoff- Replikation Studie
FeLV-Infektion der Konzentration | Hemmung | Tag nach
Zellen (uUM) (%) 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

Stunden; uM, Mikromol)

FeLV in vitro (FeLV, felines Leukdmievirus; CrFK-Zellen, Crandell-Rees feline kidney; Std.,

Therapiebeginn Wirksame Hemmung der FelL V-
FeLV Zellen vor/gleichzeitig/nach Nachweismethode Hemmstoff- Replikation Studie
FeL V-Infektion der Konzentration | Hemmung | Tag nach
Zellen (uUM) (%) 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.) fur die Behandlung HIV-
infizierter Menschen zugelassen (DE CLERCQ, 2009; ARTS & HAZUDA, 2012;
DAS et al., 2012). NNRTI missen nicht wie NRTI und NtRTI erst intrazellular
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 fir Nukleoside (XIA et al., 2007,
DAS et al., 2012). Dadurch veréndert sich die RT-Struktur, wodurch die
Interaktion zwischen DNA-Primer und der RT-Polymerase-Domane 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 fir die Behandlung der HIV-
assoziierten  Zytomegalievirus- und der  Herpes-Simplex-Virus-Infektion
zugelassen (WANG & SMITH, 2014). Da Foscarnet zu einer Niereninsuffizienz
fuhren kann, sollte eine gleichzeitige Gabe mit potentiell nephrotoxischen
Substanzen, wie Aminoglykoside, Amphotericin B und Ciclosporine, vermieden
werden (FDA, 2015e).

Foscarnet ist ein  Trinatriumsalz der Phosphonoameisensdaure.  Als
Pyrophosphatanalogon inhibiert es die virale Replikation von DNA- und RNA-
Viren (RENO et al., 1978; SUNDQUIST & OBERG, 1979; WANG & SMITH,
2014). Foscarnet unterdrickt die Virusvermehrung (ber 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 unterdrlickte eine FeLV-Replikation in den Zellen. Dabei wurde in den
chronisch infizierten FL74-Zellen zwar die RT-Aktivitat unterdriickt, 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 Zytotoxizitat wurde bei den 3201-Zellen bei 512 uM und
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bei den FL74-Zellen bei 256 UM beobachtet (SWENSON et al., 1991).

Zehn bis 14 Wochen alte Katzen, die mit Foscarnet behandelt wurden, hatten
keine vollstandig entwickelten renalen Tubuli und Glomeruli. In sehr hohen
Konzentrationen hat Foscarnet zu Veranderungen der Knochenstruktur gefuhrt
(SWENSON et al., 1990).
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Tabelle 8: Wirksamkeit von Foscarnet gegen FeLV in vitro (FeLV, felines Leuk&mievirus; KT, Kawakami-Theilen; RT-Assay, Reverse

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

Therapiebeginn Wirksame Hemmung der FelLV-
FelLV Zellen vor/gleichzeitig/nach Nachweismethode Hemmstoff- Replikation Studien

FeLV-Infektion der konzentration | Hemmung | Tag nach

Zellen (uUM) (%) 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-Aktivitat 1 >70 10 SWENSON et al., 1991
A/Rickard 3201 gleichzeitig RT-Aktivitat 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-Aktivitat 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) fir 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). AnschlieBend werden diese beiden Enden mit der Wirtszell-
DNA verkniipft. 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 fir die Integrase-Aktivitat
gebrauchte Magnesium-lon 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). Zytotoxizitaten wurden erst ab einer 285-fach (4 pM) hoheren
Konzentration als die mittlere Hemmstoffkonzentration (0,014 uM) beobachtet
(GREGGS et al., 2012). Raltegravir war in geringer Konzentration sehr wirksam
gegen eine FelLV-Replikation. Raltegravir wird zum Teil Uber eine
Glucuronidierung  (Stoff-Ausscheidung durch Bindung an Glucoronséure)
ausgeschieden. Da dieser Mechanismus bei Katzen nur eingeschrénkt ablduft,
kdnnte 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 Leuk&mievirus; CrFK, Crandell-Rees feline kidney; FEA, feline
embryonale Fibroblasten; Std., Stunden; gRT-PCR, quantitative real time reverse transcriptase polymerase chain reaction; pM, Mikromol)

Therapiebeginn Wirksame Hemmung der FeLV-
FelLV Zellen vor/gleichzeitig/nach Nachweismethode Hemmstoff- Replikation Studien
FeLV-Infektion der konzentration | Hemmung | Tag nach
Zellen (uUM) (%) Infektion
A/Glasgow-1 QN10 gleichzeitig gRT-PCR 0,0076 50 5 CATTORI et al., 2011
A/Glasgow-1 FEA gleichzeitig gRT-PCR 0,0013 50 7 CATTORI et al., 2011
A/Glasgow-1 CrFK gleichzeitig gRT-PCR 0,0022 50 7 CATTORI et al., 2011
61E/C CrFK 2 Std. vorher Durchflusszytometrie 0,014 50 2 GREGGS et al., 2011




I1. Literaturlibersicht 20

1.3.  Eintrittshemmstoffe und deren Wirkmechanismus

Eintrittshemmstoffe (entry inhibitors) hemmen den Eintritt des Virus in die
Wirtszelle. Dazu gehéren 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 Wirtszelloberflache. 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 iber den felinen Wirtszellrezeptor feTHTR1 in eine Wirtszelle
(MENDOZA et al., 2006). Dabei bindet das Glykoprotein (gp) auf der viralen
Zelloberflache an den Rezeptor auf der Wirtszelle (MENDOZA et al., 2006). Der
Ablauf des FeLV-Eintritts in die Wirtszelle ist vermutlich ahnlich wie bei HIV
(BOENZLI et al.,, 2011). Die Virushille des HIV enthalt zwei gp, das
Oberflachenprotein gp120 und das Transmembranprotein (TM) gp4l. 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
zelluldaren Membran ermdéglicht (CHAN & KIM, 1998; ECKERT & KIM, 2001a).

Synthetische Peptide kdnnen 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) fir 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 gp4l,
wodurch die Fusion zwischen der viralen und zelluldaren 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 FelLV-

Infektion verhindern kénnen. Daftir 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 Halfte des alten Mediums
gegen frisches Medium ohne Peptide ausgetauscht. Am siebten Tag wurde das
FeLV-p27-Antigen in den Uberstanden 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 starksten. 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 FelLV-Vermehrung konnte an der
unterschiedlichen Peptid-Lange gelegen haben. Die nicht oder nur schwach
wirksamen Peptide bestanden aus 15 bis 25 Peptiden. Die wirksamen Peptide
bestanden aus 37 Peptiden. Die kirzeren Peptide konnten instabiler als die
langeren Peptide sein. Es wurde keine Toxizitat 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 extrazellularen Matrix (KAJIWARA &
MIYAMOTO, 2005). Sie stellen die Kommunikation zwischen den Zellen, die
Zelladhasion, einen Schutz der Zellen und Gewebe vor dueren Einfliissen und
ein Reservoir fir Wachstumsfaktoren her. Seit 1947 wird die antivirale
Wirksamkeit von sulfatierten Polysaccariden untersucht (GINSBERG et al., 1947,
GHOSH et al., 2009). Ihre antivirale Wirksamkeit ist abhangig von dem Grad der
Sulfatierung und dem Molekulargewicht (GHOSH et al., 2009). Hoch sulfatierte
Polysaccaride sind wirksamer. Je hoher das Molekulargewicht, umso hoher ist die
antivirale Aktivitat (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 unterdriickt 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. Dafur wurden
die Zellen 48 Stunden vor und zwei Stunden nach der FeLV-Infektion mit DS
behandelt. 10 pg/ml DS unterdrickten eine FeLV-Vermehrung um mehr als 70 %
(Tabelle 11). Fur Katzen vertragliche Hemmstoffkonzentrationen sind kaum
gegen FeLV wirksam. Wirksame Hemmstoffkonzentrationen sind toxisch
(hochgradige Degeneration und Nekrose des Darmes, Andmie, Lethargie,
Anorexie) (MATHES et al., 1991).
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Tabelle 10: Wirksamkeit von synthetischen Peptiden gegen FeLV in vitro (FeLV, felines Leukamievirus; FEA, feline embryonale Fibroblasten;

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

svnthetisch Therapiebeginn Wirksame Hemmung der FeL V-
FeLV Zellen ynl'g et|_sdc €s vor/gleichzeitig/nach Nachweismethode Hemmstoff- Replikation Studie
ER FeLV-Infektion der konzentration | Hemmung | Tag nach
Zellen (uM) (%) Infektion
A/Glasgow-1 FEA EPK364 3 Std. nachher p27-Antigen-ELISA 12 88 7 BOENZLI et al., 2011
AlGlasgow-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 Leukamievirus; KT, Kawakami-Theilen; Std., Stunden; ELISA,

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

Therapiebeginn Wirksame Hemmung der FelLV-
FelLV Zellen vor/gleichzeitig/nach Nachweismethode Hemmstoff- Replikation Studie
FeL V-Infektion der konzentration | Hemmung | Tage nach
Zellen (uUM) (%) 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
komplementére Zielsequenz eine Genexpression unterdriicken (KETZINEL-
GILAD et al., 2006). RNAI schitzt die Erbinformation vor exogenen Einflissen
und reguliert die Genexpression. In Pflanzen dient dieser Mechanismus als
natlrliche Abwehr gegen Viren (MATZKE et al, 2001; VANCE &
VAUCHERET, 2001). RNAIi wurde auch in Pilzen, Insekten und Sdugetieren
entdeckt (MA et al., 2007).

RNAI wird als Ansatz in vielen in-vitro- und in-vivo-Studien fir die Behandlung
viraler Infektionen untersucht (MA et al., 2007). In vitro kann die Vermehrung
vieler fir den Mensch pathogener Viren (z. B. HIV, HBV, Hepatitis-C-Virus
(HCV), aviarer 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 fur 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 Mdusen 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. Molekile der RNA-Interferenz

Der RNAIi-Mechanismus kann durch zwei Molekiile ausgelost werden. Dazu
gehoren 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). Wahrend
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 Ill-dhnlichen Nuklease
(Endoribonuklease), in 21- bis 23- Nukleotid-lange dsRNAs (siRNAS) gespalten
(BERNSTEIN et al., 2001; MA et al., 2007). Diese siRNAs haben einen
Uberhang aus zwei Nukleotiden (BLASZCZYK et al., 2001) ein 5°
Monophosphat- und 3°‘-Hydroxy-Ende (ELBASHIR et al., 2001a).

Fur 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
Uber Basenpaare an die Ziel-mRNA (SONTHEIMER, 2005). Als Leitstrang wird
der thermodynamisch instabilere Strang am 5°-Ende ausgewdhlt (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 (,,dsSRNA processing by Dicer®). Die SIRNA (,,siRNA*) hat am 5°‘-Ende
eine Phosphatgruppe (,,5° p*) und am 3‘-Ende einen Uberhang 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 komplementére
siRNA-Strang an die Zielsequenz gebunden (,,Target recognition®, ,,Target

mRNA®) und in diesem Bereich gespalten (,,Target cleavage®).

Spezifisch synthetisierte siRNAs kdnnen eine Vermehrung vieler DNA- und
RNA-Viren hemmen (KETZINEL-GILAD et al., 2006). SIRNAs werden bereits
in einer Lange von 21 Nukleotiden hergestellt. Dadurch entfallt der Prozess, in
dem durch das Enzym Dicer aus dsRNA-Molekiilen siRNAs gebildet werden
(RAO et al., 2009) (Abbildung 3). 23-, 25-, oder 27-Nukleotid-lange RNAs
werden wie oben beschrieben von dem Enzym Dicer intrazelluldr 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-Molekiile. Sie werden uber 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 I11) ein
shRNA-Priméarkomplex gebildet (ZHANG et al., 2002; RAO et al., 2009), der
anschlieBend Uber das Transportprotein Exportin-5 in das Zytoplasma
transportiert wird (LEE et al., 2002; CULLEN, 2004). Dort wird die vorlaufige
shRNA von dem Enzym Dicer aufgenommen und zu einer siRNA verarbeitet (Y1
et al., 2003; LEE et al., 2004; LUND et al., 2004). Im Enzymkomplex RISC
bindet der siRNA-Leitstrang komplementér die Ziel-mRNA, die dann gespalten
und abgebaut wird. Bei einer nicht vollstdndigen Komplementaritat 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 ber einen Vektor in die Zelle eingeschleust, in die
zellulare DNA integriert (,,Transduction®), transkribiert und enzymatisch
(LDCGR8, Drosha) zu einer vorldufigen shRNA (,,pre-shRNA®)
weiterverarbeitet. Uber 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
komplementér die Ziel-mRNA (,,mRNAs bearing complementary to siRNA), die
daraufhin gespalten und abgebaut wird.

SiRNAs und shRNAs konnen mit einer viralen Replikation interferieren. lhr
Mechanismus unterscheidet sich. ShRNAs werden (ber einen Vektor oder
Plasmid in eine zellulare DNA eingeschleust, transkribiert und enzymatisch zu
einer siRNA verarbeitet. Durch die stetige Expression kénnte eine kontinuierliche

Unterdriickung einer viralen RNA erreicht werden. Allerdings kann durch diese
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dosisunabhéngige und  kontinuierliche  siRNA-Expression auch  eine
Uberexpression 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 zellulare
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 moglich (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 unterdriickt (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 Immunschwéchevirus

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) unterdriickten
signifikant die FIV-Vermehrung. Der virale RNA-Gehalt und die RT-Aktivitat in
den Zellkulturiberstanden der siRNA-behandelten Zellen waren im Vergleich zu
den Kontrollen um ca. 40 % bis 90 % geringer. Nach 48 lieR 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-Aktivitdt in den
Zellkulturtberstanden 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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Aktivitat in den Uberstanden der shRNA-behandelten Zellen war nach 15 bis 27
Tagen signifikant geringer als in den Uberstanden der Kontrolle (Tabelle 13).
Nach 30 Tagen war keine Hemmaktivitat mehr messbar (BABA et al., 2008).

In einem weiteren Versuch wurden Zellen vor einer FIV-Infektion ber 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 geschutzt
werden. Die RT-Aktivitadt 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 zelluldare 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 Immunschwachevirus; CrFK, Crandell-Rees feline kidney; siRNA, small

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

reverse transcriptase polymerase chain reaction; uM; Mikromol)

Therapiebeginn Wirksame Hemmung der FIV-
FIv Zellen SiRNA vor/gleichzeitig/nach Nachweismethode Hemmstoff- Replikation Studie

FIV-Infektion der konzentration | Hemmung | Tage nach

Zellen (uUM) (%) Infektion
Petaluma CrFK Gl 24 Std. nachher RT-Aktivitat 0,2 40 2 BABA et al., 2007
Petaluma CrFK G3 24 Std. nachher RT-Aktivitat 0,2 > 60 2 BABA et al., 2007
Petaluma CrFK G4 24 Std. nachher RT-Aktivitat 0,2 >70 2 BABA et al., 2007
Petaluma CrFK G4 24 Std. nachher RT-Aktivitat 0,04 50 2 BABA et al., 2007
Petaluma CrFK G4 24 Std. nachher RT-Aktivitat 1 > 90 2 BABA et al., 2007
Petaluma CrFK G4 24 Std. nachher gqRT-PCR 0,04 40 2 BABA et al., 2007
Petaluma CrFK G4 24 Std. nachher gRT-PCR 1 > 90 2 BABA et al., 2007
Petaluma CrFK G4 24 Std. nachher RT-Aktivitat 0,2 40 4 BABA et al., 2007
Petaluma CrFK G4 24 Std. nachher RT-Aktivitat 1 60 4 BABA et al., 2007
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Tabelle 13: Wirksamkeit von shRNA gegen FIV in vitro (FIV, Felines Immunschwachevirus; shRNA, short hairpin ribonucleic acid gegen das

FIV-gag-Gen; CrFK, Crandell-Rees Feline Kidney; MuLV, Murines Leukdmievirus; HIV-1; Humanes Immunschwachevirus-1; RT-Aktivitat,

Reverse Transkriptase Aktivitat; gRT-PCR; quantitative real time reverse transcriptase polymerase chain reaction; MuLV, murines Leuk&mievirus;

HIV-1, humanes Immunschwachevirus-1)

Therapiebeginn

Hemmung der FIV-

FIV Zellen | shRNA | ORNAT | vorigleichzeitigiach Nachweismethode Replikation Studie
extor FIV-Infektion der Hemmung | Tage nach
Zellen (%) Infektion
Petaluma FL4 shG4 MuLV chronisch infiziert RT-Aktivitat >70 14 BABA et al., 2007
Petaluma FL4 shG4 MuLV chronisch infiziert gqRT-PCR >70 14 BABA et al., 2007
UK8™ 3201 shGag HIV-1 chronisch infiziert RT-Aktivitat > 60 10 BABA et al., 2008
uKg"" 3201 shGag HIV-1 chronisch infiziert RT-Aktivitat > 70 10 BABA et al., 2008
Petaluma FL4 shGag HIV-1 chronisch infiziert RT-Aktivitat >80 10 BABA et al., 2008
Petaluma CrFK shGag HIV-1 chronisch infiziert RT-Aktivitat >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 komplementéar 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 tibersetzte ,,5°-leader-Sequenz™ (L1, 2) hergestellt.
Das ,,spike-Protein® (virales Oberfldchenprotein) wurde wegen seiner genetischen
Vielféltigkeit nicht als Zielgen fir 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 unterdriickt wurde. SIRNA-Konzentrationen
von 0,1 pM 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). Dafiir wurden die Zellen 24 Stunden vor einer FHV-1-Infektion
mit den siRNAs transfiziert. Eine Stunde spater wurde das Zellkulturmedium
gegen frisches Medium ausgetauscht. Nach 48 Stunden wurde der Einfluss von
den sSiRNAs auf die FHV-1-Vermehrung untersucht. Dabei wurde FHV-1-
Vermehrung am stérksten 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. Daftr wurde die mRNA von
Interferon-beta (IFN-B) mittels ,,quantitative real time reverse transcriptase
polymersae chain reaction* (QRT-PCR) quantifiziert. IFN-B hatte keinen Einfluss
auf die Hemmung der FHV-1-Vermehrung (WILKES & KANIA, 2009).
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Eine Konzentration von 0,1 uM der 21-Nukleotid-langen und 0,05 uM der 27-
Nukleotid-langen siRNA waren geringgradig zytotoxisch (milde Granulierung).
Eine Konzentration von 0,1 pM der 27-Nukleotid-langen SiRNAs war
zytotoxisch. Es ist unklar, ob diese Effekte einen Einfluss auf die antivirale
Wirksamkeit gehabt haben kénnten (WILKES & KANIA, 2009).

2.2.4. Hemmung der Vermehrung des felinen Leuk&mievirus

Die Wirksamkeit von shRNAs wurde gegen eine FeLV-Vermehrung in vitro
untersucht. Dafur wurden CrFK-Zellen mit FeLV infiziert und zeitgleich mit drei
shRNAs (F1, F2, F3), komplementar zum gag-Gen von FeLV-A/Rickard
behandelt. Diese sShRNAs wurden Uber einen pSUPER Vektor (H1-Polymerase-
I11-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 sShARNAs gegen die FeLV-Replikation wurde nach
48 Stunden untersucht. Zuletzt wurden die shRNAs uber 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 starkste Hemmpotential (Tabelle
16). F3 war kaum wirksam. Unspezifische Interferenzen und technische Fehler
kdnnten die Wirksamkeit von F3 beeinflusst haben (ORNELAS et al., 2012).
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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
infektiose Dosis; uM; Mikromol; VRNA, virale RNA; M, messenger ribonucleic acid der Virusmembran; NK, messenger ribonucleic acid des

Nukleokapsids; vT, extrazellularer Virustiter)

Therapiebeginn Wirksame Hemmung der FCoV- H tential di
FCoV Zellen siRNA vor/gleichzeitig/nach Nachweismethode Hemmstoff- Replikation emg;pv" an 'Iff‘kgf_gen 1e
FCoV-Infektion der konzentration | Hemmung | Tage nach =Rl eten
Zellen (uM) (%) Infektion
* CrFK L2 6 Std. vorher gRT-PCR 01 >90 1 MCDONAGH et al., 2011
(VRNA)
* CrFK L2 6 Std. vorher gRT-PCR 0,1 >90 (M) 1 MCDONAGH et al., 2011
* CrFK L2 6 Std. vorher gRT-PCR 01 > 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 TCIDS50 01 > 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 gRT-PCR 0,1 >90 1 MCDONAGH et al., 2011
(VRNA)
* CrFK N1 6 Std. vorher gRT-PCR 01 > 90 (M) 1 MCDONAGH et al., 2011
* CrFK N1 6 Std. vorher gRT-PCR 01 > 90 (NK) 1 MCDONAGH et al., 2011
* CrFK N1 6 Std. vorher TCIDS50 0,005 83 (vT) 1 MCDONAGH et al., 2011
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CrFK

N1

6 Std. vorher

TCIDS50

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; gRT-PCR, quantitative real time

reverse transcriptase polymerase chain reaction; uM, Mikromol; +, mittlere Standardabweichung; ® messenger ribonucleic acid-Expression des

felinen Herpesvirus-1-Glykoprotein D; °, Herpesvirus-1-Glykoprotein D-Produktion; ¢, feline Herpesvirus-1-Replikation)

Therapiebeginn Wirksame Hemmpotential gegen
FHV-1 Zellen siRNA vor/gleichzeitig/nach Nachweismethode Hemmstoff- FHV-1-Vermehrung Studie

FHV-1-Infektion der konzentration | Hemmung | Tag nach

Zellen (UM) (%) Infektion
FHV-1 CrFK gD1 24 Std. vorher gRT-PCR 0,05 7+7° 2 WILKES & KANIA., 2009
FHV-1 CrFK gD1 24 Std. vorher Durchflusszytometrie 0,05 27 +3° 2 WILKES & KANIA,, 2009
FHV-1 CrFK gD1 24 Std. vorher Plaque-Assay 0,05 84+6° 2 WILKES & KANIA., 2009
FHV-1 CrFK G3 24 Std. vorher gRT-PCR 01 85+7° 2 WILKES & KANIA.,, 2009
FHV-1 CrFK G3 24 Std. vorher Durchflusszytometrie 0,1 43+8° 2 WILKES & KANIA,, 2009
FHV-1 CriK G3 24 Std. vorher Plaque-Assay 01 77+£19° 2 WILKES & KANIA., 2009
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Tabelle 16: Wirksamkeit von shRNAs gegen FeLV in vitro (FeLV, Felines Leukdmievirus; CrFK, Crandell-Rees Feline Kidney; shRNA, short
hairpin ribonucleic acid gegen das gag-Gen des felinen Leukdmievirus-A/Rickard; HIV-1; humanes Immunschwéchevirus-1; RT-Aktivitat, Reverse

Transrkiptase Aktivitat)

Therapiebeginn

Hemmung gegen die

FeLV Zellen SCRk'\t'A' shRNA vor/gleichzeitig/nach Nachweismethode FeL V-Vermehrung Studie
extor FeL V-Infektion der Hemmung | Tag nach
Zellen (%) Infektion
61E/C CrFK pSUPER F1 gleichzeitig Immunoblot > 40 2 ORNELAS et al., 2012
61E/C CrFK PSUPER F1 gleichzeitig RT-Aktivitat > 40 2 ORNELAS et al., 2012
61E/C CrFK pPSUPER F2 gleichzeitig Immunoblot > 70 2 ORNELAS et al., 2012
61E/C CrFK PSUPER F2 gleichzeitig RT-Aktivitat > 60 2 ORNELAS et al., 2012
61E/C 3201 HIV-1 F2 chronisch infiziert RT-Antivitat > 70 15 ORNELAS et al., 2012
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Wirksamkeit von siRNA auf die Vermeh-
rung des felinen Leukdmievirus in vitro

Efficacy of siRNA on feline leukemia virus replication in vitro
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Katzen, die mit felinen Leukamieviren (FelV) infiziert sind, kdnnen schwere Krankheits-
syrmptome entwickeln. Bis heute gibt es keine wirksamen Medikamente fir die Behand-
lung FelV-infizierter Katzen. Eine neue Therapiemaglichkeit sind small interfering RNA
(SIRNA). siBMAs sind kurze RNA-Molekile, die post-transkriptionell einen komplemen-
taren Strang des Zielgens binden und dadurch spezifisch zur Spaltung der mRNA
fahren. Viele Studien haben nachgewiesen, dass siRNAs in der Lage sind, auf diese
Weise eine Mirusvermehrung zu unterdriicken. Ziel dieser Studie war es zu untersuchen,
ob siRNAs gine Fel\V-Vermehrung in vitro verhindern kénnen. Hierfir wurden spezi-
fische siRNAswerwendet, die gegen das FelV-env-Gen und gegen den Wirtszellrezeptor
(feTHTR1), den.das, Fel V-A fiir den Eintritt in die Wirtszelle benutzt, gerichtet sind, sowie
unspezifische, jmicht an das FelV- und Katzengenom bindende siRNAs.
Crandell-felina-kidney-Zellen (CrFK-Zellen) wurden mit dem FelV-A/Glasgow-1 infiziert
und nach 13 Tagen mit den siRNAs behandelt. Als Kontrolle wurden unbehandelte
FelV-infizierte Zellen und mit Azidothymidin (AZT) (5 pg/ml) behandelte Zellen verwen-
det. An finfaufeinanderfolgenden Tagen wurde jeweils die Menge viraler RNA mittels
RT-PCR sowie die Menge des viralen Antigens p27 mittels ELISA in Zellkulturiberstan-
den bestirmime:

Bereits nach 48 Stunden wurde ein signifikant geringerer Gehalt viraler RNA und
p27-Antigenin'den Zellkulturiberstdnden derjenigen Zellen nachgewiesen, die mit
siRNAs behandeltwurden.

Alle siRNAs unterdriickten die FelV-Replikation. Da auch die nicht-komplementaren
siRNAs eine Hemmung verursachten, ist die Hommung wahrscheinlich vorwiegend auf
unspezifische Meehanismen zurlckzufiihren.

Schliisselwérter: small interfering RNA, FelV, Therapie, RNA-Interferenz

Feline lzukamia virus (FelV) can lead to severe clinical signs in cats. Until now, there is
no effective therapy for FelV-infected cats. RMA interference-based antiviral therapy is a
new concept. Specific small interfering RNA (siRNA) are designed complementary to the
mRNA of atarget region, and thus inhibit replication. Several studies have proven effi-
cacy of siRMAs in inhibiting virus replication. The aim of this study was to evaluate the
inhibitory potential of siRMAs against FelV replication in vitro. siRMAs against the FelV
env gene and the host cell surface receptor (feTHTR1) which is used by Fel\-A for entry
as well as siRNA that were not complementary to the FelV or cat genome, were tested.
Crandell feline kidney cells (CrFK cells) were transfected with FelV-A/Glasgow-1. On day
13, infected cells were transfected with siRNAs. As control, cells were mock-transfected
or treated with azidothymidine (AZT) (5 pg/ml). Culture supernatants were analyzed for
Fel RNA using.quantitative real-time RT-PCR and far FelV p27 by ELISA every 24 hours
for five days.

All sIRNAs significantly reduced viral RNA and p27 production, starting after 48 hours.
The fact that non-complementary siRNAs also inhibited virus replication may lead to the
conclusion thatunspecific mechanisms rather than specific binding lead to inhibition.

Keywords: small interfering RNA, FelV therapy, RNA interference
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Einleitung

Das feline Leukdmievirus (FelV) ist ein Gammare-
trovirus, das bei infizierten Katzen Knochenmarksup-
pression, Immunsuppression und Tumore hervorrufen
kann. Bis heute gibt es keine nachweislich wirksame
Therapie gegen die FelV-Infektion. Viele antivirale
Medikamente haben Nebenwirkungen. Das Thymi-
dinanalogon Azidothymidin (AZT) wird bei Menschen
fur die Behandlung einer Infektion mit dem humanen
Immunschwichevirus (HIV) verwendet, aber auch zur
Therapie FeLV-infizierter Katzen eingesetzt. Bei Katzen
kann AZT jedoch zu Nebenwirkungen fithren, wobel
insbesondere aregenerative Anamien beobachtet wer-
den (Tavares et al., 1987; Hoover et al., 1990; Hartmann
et al., 1992).

Einen neuen Therapieansatz konnten kurze RNA-
Molekiile, sogenannte small interfering RNA (siRNA),
darstellen. Pflanzen schiitzen sich durch die Produk-
tion von siRNAs vor viralen Infektionen. Dabei werden
durch das Enzym Dicer aus groferen RNA-Abschnitten
kurze, aus circa 21-23 Nukleotiden bestehende siRNAs
gebildet. Diese doppelstrangigen siRNAs werden dann
in einem Enzymkomplex (RNA-induced silencing com-
plex, RISC) in Einzelstringe gespalten. Dabei bindet
einer der Strange (Leitstrang) iiber Basenpaare an der
komplementdren Zielsequenz der mRNA. Durch die
spezielle Endonukleasekomponente der siRNA wird das
komplementdre Stiick gespalten. Dies verhindert eine
Translation zum Protein und fithrt somit zum Cen-
Knockdown (Elbashir et al., 2001; Sontheimer, 2005).
Der spezielle Gen-Knockdown durch siRNA wird als
vielversprechender Therapieansatz fir menschliche
Krankheiten gesehen (Ketting, 2011).

In einigen Studien wurde die Hemmung von DNA-
und RNA-Viren durch spezifisch hergestellte siRINAs,
z. B. des HIV-1, Hepatitis-C-Virus, Influenzavirus A,
humanen Coronavirus, felinen Immundefizienzvirus
(FIV), telinen Herpesvirus 1 (FHV-1), felinen Coronavi-
rus (FCoV), Tollwut-Virus und des murinen Leukidmie-
virus (MulV), untersucht (Capodici et al., 2002; Jacqueé
et al,, 2002; McCaffrey et al., 2002; Park et al, 2002;
Ge et al,, 2004; Tompkins et al.,, 2004; Li et al., 2005a;
Baba et al., 2007; Wilkes und Kania, 2009; McDonagh
et al., 2011; He et al.,, 2012; Rajput et al., 2012; Yang et
al.,, 2012).

FeLV-A infiziert die Wirtszelle tiber den Oberflachen-
rezeptor feTHTR1 (Mendoza et al., 2006). In der Wirts-
zelle wird die RNA des FelV durch die eigene Reverse
Transkriptase (RT) transkribiert und in das Wirtszellge-
nom eingebaut. Wahrend der Replikation werden das
Hiillgen (envelope, env), das gruppenspezifische Antigen
(gag) sowie die Polymerase (pol) aktiviert. In mehreren
Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die Ver-
mehrung von HIV in infizierten Zellen durch spezifische
siRNAs gegen das env-Gen gehemmt wird (Park et al.,
2002; Lee et al,, 2003). Auch eine siRNA komplemen-
tir zu einem Hiillgen des bovinen Virus-Diarrhoe-Virus
(BVDV) unterdriickte dessen Virusvermehrung (Mishra
et al,, 2011). Es wird postuliert, dass Kombinationen aus
mehreren siRNAs, die mehrere Gen-Abschnitte gleich-
zeitlg angreifen, eine Virusreplikation noch effektiver
hemmen kinnten als einzelne siRNA (Ji et al., 2003; Ye
und Jin, 2006).

Ziel der Studie war es, die antivirale Wirksamkeit
von siRNAs in FelV-A/Glasgow-1-infizierten felinen

Fibrablasten (Crandell feline kidney cells, CrFK-Zellen)
zi untersuchen. Dafiir wurden 27- und 21-Nukleo-
tid-lange siRNAs hergestellt, die komplementdr zum
FelV-env-Gen und zur mRNA des FeLV-A Rezeptors
(feTHTR1) waren. Des Weiteren wurde die Wirksamkeit
von siRNA-Kombinationen untersucht. Dafiir wurden
die' env- und Rezeptor-siRNA kombiniert. Als Kon-
trollen wurden siRNAs komplementir zu einem Koi-
Herpesvirus hergestellt, die weder an das FelV-Gen
noch an das Katzengenom binden konnten. Als weitere
Kentrollen dienten Zellen, die nach Infektion unbehan-
delt blieben, oder mit AZT behandelt wurden.

Material und Methoden

Zellkultur

CrEK-Zellen (CCL-94, ATCC-LGC, D) wurden in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (PAA
Laboratories GmbH, D), 10 % Pferdeserum (HS) (PAA
Laboratories GmbH, D) und 1 % 100 x Penicillin-Strep-
tomycin (P-5, 100 U/l Penicillin, 100 pg/ml Streptomy-
cin) (PAA Laboratories GmbH, D) bei 37 °C und 5 %
COy-Atmosphire (Heraeus® Heracell® 150 Tri-Gas Cell
Culture Incubator, Kendro Laboratory Products, D) bis
zu einer Gesamtanzahl von 1,5 x 10f vermehrt. Alle zwel
Tage wurde das komplette Zellkulturmedium (DMEM,
10 % HS, 1 % P-S) durch Neues ersetzt.

Transfektion CrFK-Zellen mit FeLV-A/Glasgow-1-Plasmid
CrFK-Zellen wurden mithilfe des Attractene® Trans-
fektionsreagents (Qiagen, D) mit dem FelV-A/Clas-
gow-1-Plasmid (Stewart et al., 1986) transfiziert. 4 pg
Plasmid wurden mit 300 pl Zellkulturmedium verdtinnt
und mit 15 pl Attractene® zu 10 000 pl Zellsuspension
zugegeben. Die Zellen wurden anschliefend zwdolf Tage
inkubiert.

siRNA

Es wurden siRNAs komplementér zum env-Gen (env),
zur mRNA des felinen Zellrezeptors feTHTR1 (rez) und
ohne Komplementaritat zu FeLV-A/Clasgow-1 oder dem
Katzengenom (khv) hergestellt. Fiir jede Gruppe wur-
den zwel siRNAs produziert, eine aus 27 (lang, L) und
eine aus 21 (kurz, S) Nukleotiden (Biomers.net GmbH,
D)2 Die Komplementaritit wurde durch BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) bestitigt. Die siRNA-Faare
(sense/antisense) wurden mithilfe einer speziellen Tech-
nologie fiir die Herstellung und Qualitdtskontrolle fir
sIRNA (DEQOR) konstruiert (Henschel et al., 2004).
Die, 21-Nukleotid-langen siRNAs wurden mit Phos-
phorothioat- und 2’-O-methyl-Bindungen modifiziert,
um,_die Stabilitit zu erhéhen. Des Weiteren wurden
lange und kurze env- und rez-siRNAs kombiniert (env/
rez). Die nicht-komplementiren siRNAs wurden analog
einer Sequenz des Koi-Herpesvirus des Cyprinus carpio
hergestellt (Biomers.net, D). Die lange (L) siRNA war
komplementdr zur DNA-Polymerase (ORF 79) und die
kurze (S) siRNA zur DNA-Helicase (ORF 71) des Koi-
Herpesvirus (Tab. 1).

Aufbereitung der siRNA und Vorbereitung der siRNA
fiir die Transfektion

Jede siRNA wurde in RNAse-freiem Wasser gelost und
mit HEPES-Puffer (Qiagen, D) 1:1 zu einer Primer-Kon-
zentration von 50 pM gemischt. 30 pl sense-Primer und
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TABELLE 1: siRNA-Sequenzen fiir die Untersuchung der Wirk-
samkeit auf die Vermehrung des felinen Leukimievirus in vitro

siRNA

Sequenz (5'-3")

FelV-envelope (env)-Gen

Short sense GGGAUUGCAAUCUUAGGU*A*dT*dT
Short antisense UACCUAAGAUUGCAAUCS*5*dT*dT
Long sense AACGGAUUGGGACCGGAGAUAGGUUAA

Long antisense

UUAACCUAUCUCCGGUCCCAAUCCGUU

Wirtszellrezeptor (feTHTR1)-mRNA

Short sense COAAUGGCAUCAAGGCACT AT AT
Short antisense UGUGCCUUGAUGCCAUUS 6 dT dT
Long sense AAGAGCCUGUUCUUUCACCACGUUCCUY

Long antisense

AGGAACGUGGUGAAAGAACAGGCUCUY

Nicht-kemplementir
(Koi-Herpesvirus)
Short sense®

Short antisense
Long senses

Long antisense™

GUGUGUGAGGUUCAAGCUAG*A*dT*dT
UCUAGCUUGAACCUCACACT*5*dT*dT
GCGACGUGCUGUUUGUCUUCAACUACTAT
UAGUUGAAGACAAACAGCACGUCGCTT

* Phosphorathicat Bindungen

5 2-0-methyl-modifiziertes Nukleotid C, 6 2°-O-methyl-medifiziertes Nukleotid G

7 2-0-methyl-modifiziertes Nukleotid A

dT = Desaxythymidin

=P 5iRtNA bindet an die DNA-Helikase (ORF 71) des Koi-Herpesvirus

3 5iRNA bindet an die DNA-Folymerase (ORF 79) des Koi-Herpesvirus

30 pl antisense-Primer wurden mit 15 ul HEPES Puffer
zu einer Primer-Konzentration von 20 pM gemischt. Die
Lésungen wurden fiir eine Minute bei 90 °C inkubiert
und langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt.

An Tag 13 wurden FelV-A/Clasgow-1-infizierte CtFK-
Zellen mit den siRNA behandelt. Die infizierten CrFK-
Zellen wurden von dem Boden der Zellkulturflasche
gelost (trypsiniert). Jeweils 0,5 x 10° Zellen pro Zellkultur-
Probenvertiefung wurden in eine Zellkulturplatte mit 24
Probenvertiefungen (TPP® cell culture test plate, CH)
gegeben. Fiir jede Probenvertiefung mit 0,5 x 10° Zellen
wurden insgesamt 500 pl Zellkulturmedium, bestehend
aus DMEM, 10 % HS und 1 % P-S, zugegeben.

Transfektion der siRNAs

An Tag 13 wurden die aufbereiteten siRNAs mit dem
HiPerPect® Transfektionsreagens (Qiagen, D, ,Fast-
Forward Transfection of Adherent Cells with siRNA/
miRNA in 24-Well Plates”) den FelV-A/Clasgow-1-in-
fizierten CrFK-Zellen zugegeben. Pro Probenvertiefung
wurden 1,5 pl der jeweils hergestellten siRNA und 3 pl
HiPerFect® mit 95,5 pl DMEM vermischt und fur zehn
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Mixtur
wurde tropfchenweise zu den Zellen gegeben. Alle
siRNA-Ansdtze wurden in drei Replikaten durchge-
fithrt.

Unbehandelte und mit AZT behandelte Kontrolle

Als Kontrollen zu den Ansdtzen mit siRNAs wurden an
Tag 13 FelV-A/Clasgow-1-infizierte CrFK-Zellen ent-
weder mit HiPerFect® (Quiagen, D) ohne siRNAs (unbe-
handelte Kontrolle) oder mit 5 pg/ml (90 % hemmende
Konzentration, ICqy) AZT (Retrovir®, GlaxoSmithKline,
D) behandelt. Auch die Kontrollen wurden in drei Repli-
katen durchgefiihrt.

Probenentnahme

An finf aufeinanderfolgenden Tagen wurden alle 24
Stunden aus jeder Probenvertiefung 300 nl Zellkultur-
iiberstand abgenommen und mit 300 pl neuem kom=
pletten Zellkulturmedium aufgefiillt. Die Proben wurden
bei -20 °C gelagert.

Quantitative real-time RT-PCR

Die virale RNA wurde mit einem MagNA Pure® LC Total
Nucleic Acid TNA [solation Kit (Roche Diagnostics, CH)
aus den Zellkulturiiberstinden extrahiert. Dafiir wurden
200 pl Probe mit 300 pl Lysepuffer versetzt (Guanidi-
nium Thiocyanat und Triton X 100, Roche Diagnostics,
CH) und in die Probenvertiefungen des MagINA Pure
LC® Instrument (Roche Diagnostics, CH} gegeben. Fur
jede Probe wurde eine Negativkontrolle mit MgCl; und
CaCl, PBS durchgefihrt (Invitrogen, CH). Die absolute
Menge viraler RNA jeder Probe wurde durch quantita-
tive real-time RT-PCR amplifiziert und mithilfe des ABI
7500 Fast (Applied Biosystems, CH) ausgewertet (Cattori
und Hofmann-Lehmann, 2008).

ELISA

Der freie Antigengehalt p27 wurde mit dem Feline Leu-
kemia Virus-p27 Antigen ELISA (Demeditec Diagnos-
tics GmbH, D) quantifiziert. Dafiir wurden zundchst
50 pl ELISA-Puffer zu den 96 Probenvertiefungen einer
Testplatte hinzugegeben. Anschliefend wurden die
Positiv- und Negativkontrolle des ELISA-Kits und 50 pl
der jeweiligen Probe zu den einzelnen Probenvertie-
fungen gegeben und 60 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Diese Ansdtze wurden in zwei Replikaten durchgefiihrt.
Danach wurde die Testplatte manuell mit einer Waschlo-
sung mit TBS-T gewaschen. Nach der Waschung wurden
100 ul anti-FelLV-p27-HRP-Konjugat zu den einzelnen
Probenvertiefungen gegeben und wieder 60 Minuten bei
37 °C inkubiert. Nach emeutem manuellen Waschen
wurden 100 pl Substrat-Losung zu jeder Probenvertie-
fung gegeben und zehn Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Hinzufiigen von
15 pl einer Stop-Losung (H250,) gestoppt. Die optische
Dichte wurde bei 450 nm mithilfe eines BioTek Readers
gemessen (The Synergy™ HT, BioTek, D).

Statistische Auswertung

Es wurde eine Varianzanalyse mit Messwiederholungen
(ANOVA) und ein sich daran anschliefender Tukey’s-
Test durchgefiihrt (GraphPad Software, Inc., USA). Der
signifikante Schwellenwert betrug p < 0,05.

Ergebnisse

Quantifizierung viraler RNA in Zellkulturiiberstanden
mit quantitativer real-time RT-PCR

Der Gehalt viraler RNA in den Zellkulturiiberstinden
FelV-A/Clasgow- 1-infizierter CrFK-Zellen wurde mit-
tels quantitativer real-time RT-PCR im Abstand von 24
Stunden an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen ermittelt
(Abb. 1T A-D).

In den Zellkulturiiberstinden der Zellen, die mit AZT
behandelt oder unbehandelt blieben, stieg kontinuierlich
der Gehalt viraler RNA. Es war also keine Hemmung der
Virusvermehrung zu erkennen.

Im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle und zu
den Zellen, die mit AZT behandelt wurden, waren in den
Zellkulturiiberstinden der Zellen, die mit envL-siRNA
oder envS-siRNA behandelt wurden, bereits nach 48
Stunden signifikant weniger virale RNA nachweisbar
(96 % und 87 %). Wahrend der nichsten drei Tage stieg
der Gehalt viraler RNA zwar an, aber die Werte waren
nach wie vor signifikant niedriger im Vergleich zu den
Kontrollen (Abb. 1 A).
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ABBILDUNG 1A-D: Einfluss von langen (L, 27 Nukleotide) und kurzen (S, 21 Nukleotide) siRNAs auf die
FeLV-Virusvermehrung in FeLV-A/Glasgow-1-infizierten CrEK-Zellen an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen. Es
wurden siRNAs, die komplementir zum FeLV-env-Gen (envL und envS), zur mRNA des felinen Zellrezeptors
(feTHTR1) (rezL und rezS), siRNA-Kombinationen aus env-und rez (env/rezL und env/rezS) und nicht-komplemen-
tire siRNAs, die nicht an das FeLV- oder Katzengenom binden (khvL und khvS), untersucht. Aus den Zellkultur-
itberstiinden der FeLV-A/Glasgow-1-infizierten CrFK-Zellen wurde der virale RNA (vRNA)-Gehalt mittels quanti-
tativer real-time RT-PCR bestimmt. Die Konzentration viraler RNA wurde alle 24 Stunden zwischen den siRNA-
behandelten Zellen und der unbehandelten Kontrolle (NegK, ohine siRNA oder AZT) sowie mit den mit AZT behan-
delten Zellen, verglichen (* signifikanter Unterschied zu' den Kontrollen AZT und unbehandelten Kontrolle

[p < 0,05]).

Auch in den Zellkulturiiberstinden der Zellen, die
mit rezL-siRNA behandelt wurden, war eine Hemmung
der Virusvermehrung bereits nach 48 Stunden (90 %)
nachweisbar und nach 120 Stunden immer noch 16 Mal
stiarker als die von rezS-siRNA (Abb. 1 B).

Die siRNA-Kombinationen env/rezL und envitrezS
verursachten im Vergleich zu den Kontrollen nach 48
Stunden eine signifikante Unterdriickung der Virusver-
mehrung (86 % und 83 %). Dabel war der Hemmeffekt
zwischen envirezL-sIRNA und zwischen envL-siRNA

sowle envirezS-siRNA und rezS-siRNA jedoch nicht
signifikant (Abb. 1 C).

Der Gehalt viraler RNA in den Zellkulturiiberstanden
der khvL-siRNA-behandelten Zellen war nach 96 Stun-
den um 45 % signifikant geringer als der Gehalt viraler
RNA in den Zellkulturiiberstinden der Kontrollen. Der
Gehalt viraler RNA in den Zellkulturiiberstinden der
khvS-siRNA-behandelten Zellen war nach 48 Stunden
um 88 % signifikant geringer als bei den Kontrollen
(Abb. 1 D).
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ABBILDUNG 1E-H: Einfluss von langen (L, 27 Nukleotide) und kurzen (S, 21 Nukleotide) siRNAs auf die
FeLV-Virusvermehrung in FeLV-A/Glasgow-1-infizierten-CrFK-Zellen an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen. Es
wurden zum FeLV-env-Gen (envL und envS), zur mRNA des felinen Zellrezeptors (feTHTR1) (rezL und rezS)

und Kombinationen aus env und rez (env/rezL und envfrezS) komplementire siRNAs, oder nicht-komplementiire
siRNAs, die nicht an das FeLV- oder Katzengenom bitiden (khvL und khvS), untersucht. Aus den Zellkulturiiber-
stiinden der FeLV-A/Glasgow-1-infizierten CrFK-Zellen wurde das freie Antigen p27 mittels ELISA bestimmt. Die
Konzentration des freien Antigens p27 wurde alle 24 Stunden zwischen den siRNA-behandelten Zellen und der
unbehandelten Kontrolle (NegK, ohne siRNA oder AZT) sowie mit den mit AZT behandelten Zellen, verglichen (*

signifikanter Unterschied zu den Kontrollen AZT und unbehandelten Kontrolle [p < 0,05]).

Quantifizierung des freien p27-Antigens in Zellkultur-
tiberstanden mit ELISA :
Die Konzentration des p27-Antigens in den Zellkultur-
tiberstinden FeLV-infizierter CrFK-Zellen wurde quan-
titativ mittels ELISA im Abstand von 24 Stunden an fiinf
aufeinanderfolgenden Tagen ermittelt.

Im Verlauf stieg der p27-Gehalt der unbehandelten:
Kontrolle sowie der Zellen, die mit AZT behandelt wur-
den, exponentiell an. In den Zellkulturiberstinden der
Zellen, die mit siRNAs behandelt wurden, waren signi-
fikant niedrigere p27-Konzentrationen nachweisbar. Die

Resultate waren, wie nachfolgend beschrieben, dhnlich

' zu denen der viralen RNA-Messung.

Die Zellkulturiiberstinde der Zellen, die mit envL-,
‘envS-, rezL-, env/rezL-, env/rezS-, khvS-siRNA behan-
.delt wurden, hatten eine 90 % niedrigere p27-Kon-
zentration als der unbehandelten und der mit AZT
behandelten Kontrolle. Dieser Effekt trat bereits nach 48
Stunden auf und hielt bis zum Ende des Experiments an
(Abb. 1E F, G, H).

Nach 120 Stunden war der Antigengehalt in Zellkul-
turiiberstinden der Zellen, die mit rezS-siRNA behan-
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delt wurden, um 40 % geringer als in den Kontrollen
(Abb. 1 F).

Der Antigengehalt in den Zellkulturiiberstinden
der khvL-siRNA-behandelten Zellen war nach 72 Stun-
den um 60 % geringer als in denen der Kontrollen

(Abb. 1 H).

Diskussion

In dieser Studie wurde die Wirksamkeit von siRNAs
gegen eine FelV-A/Clasgow-1-Vermehrung in vitro
untersucht. Alle siRNAs unterdriickten die Virusrepli-
kation in der Zellkultur. Dies zeigte sich in einer im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen geringeren Kon-
zentration viraler RNA und p27-Antigen in den Zellkul-
turiiberstanden.

Wie in vorausgegangenen Studien mit HIV-1 und
FIV war nach 48 Stunden das starkste Hemmpotenzial
nachzuweisen. Danach nahm der Effekt der siRNA in
der vorliegenden wie auch in den fritheren Studien kon-
tinuierlich ab (Baba et al., 2007).

Die Wirksamkeit von siRNAs gegen Hiillgene wurde
schon mehrfach bei anderen Viren untersucht. So konnte
gezelgt werden, dass dem env-Gen des HIV-1 oder dem
Hiillgen des BVDV komplementdre siRNA erfolgreich
die Virusvermehrung unterdriicken (Park et al, 2002;
Mishra et al., 2011). Ebenso konnten spezifische, gegen
das FHV-1-Hiillprotein gerichtete siRNAs effektiv eine
FHV-1-Vermehrung hemmen (Wilkes und Kania, 2009).
Auch in der hier vorliegenden Studie waren lange und
kurze env-siRNA in der Lage, die FeLV-Vermehrung zu
hemmen.

Ein anderer Ansatzpunkt ist die Hemmung der RNA
der Rezeptoren auf der Wirtszelle, die Viren fiir den
Eintritt benutzen. Dieser Ansatz wurde in vitro gegen
HIV-1 erfolgreich eingesetzt (Lee et al.,, 2003). Auch in
der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass die Virusre-
plikation durch siRNAs gegen die mRNA des feTHTR1-
Rezeptors unterdriickt werden kann. Allerdings war die
Wirksamkeit der langen siRNA deutlich besser als dié
der kurzen. Dies ist vermutlich auf die unterschiedliche
Nukleotid-Lange zurtickzufiihren. Wahrend in manchen
Studien kein Unterschied bei Verwendung unterschied-
lich langer siRNA beobachtet werden konnte, zeigte sich
in anderen ein deutlicher inhibitorischer Effekt durch
lange (27 Nukleotide) siRNAs (Wilkes und Kania, 2009).
In eimer In-vitro-Studie wurde gezeigt, dass 27-Nukle-
otid-lange siRNA eine stdarkere und langeranhaltende
Wirkung hatten als 21-Nukleotid-lange siRNA (Kim et
al., 2005). Ein weiterer Grund fiir die Unterschiede in
der Wirksamkeit der langen und kurzen Rezeptor-siRNA
kinnte die Modifikation der kurzen siRNA (Phosphor-
othioat- und 2’-O-methyl-Bindungen) sein. Durch
Interaktionen mit der mRNA des feTHTR1-Rezeptors
kinnten diese eine Bindung sogar behindert haben.
Allerdings wurde dieses Phinomen nicht bei der envS-
siRNA beobachtet. Das konnte aber auf die unterschied-
lichen Zielgene zuriickzufithren sein (Kim et al,, 2005).
Um den Effekt der Hemmung der mRNA des zelluldren
Rezeptors feTHTR1 mit siRNA genauer zu untersuchen,
kénnten in einer Folgestudie ein Immunoblot oder eine
quantitative real time RT-PCR zum Nachweis der mRNA
des Rezeptors durchgefiihrt werden.

Die Wirksamkeit von siRNA-Kombinationen wird
kontrovers diskutiert. In manchen Studien konnten

siRNA-Kombinationen, die gegen unterschiedliche spe-
zifistche Zielgene gerichtet waren, bessere Ergebnisse
erzielen (Ji et al,, 2003; Liang et al., 2005; Ye und Jin,
2006). In anderen Studien, unter anderem mit HIV-1,
war dagegen kein Vorteil durch siRNA-Kombinationen
zu beobachten (Lee et al, 2003). In der vorliegenden
Studie war die antivirale Wirksamkeit durch siRNA-
Kembinationen nicht besser als die der einzelnen
sikNAs. Dennoch kénnten siRNA-Kombinationen Resi-
stenzentwicklungen der Viren gegen siRNAs verhindern
(Wilson und Richardson, 2005; Wu et al., 2005).
Interessanterweise unterdriickten auch die nicht-
komplementaren siRNAs die FelV-Vermehrung. Dies
ldsst den Verdacht aufkommen, dass mdglicherweise
nicht nur komplementire siRNAs eine Virusvermeh-
rung unterdriicken, sondern auch nicht-komplementare
siRNAs auf einer anderen Stufe mit dem FelV-Replika-
tionszyklus interferieren kénnen. Weiterhin wire denk-
bar, dass nicht-komplementdre siRNAs mit anderen
Regionen des felinen Cens interferieren, die fiir die
Replikation des Virus gebraucht werden. Ferner kénnten
nicht-komplementdre siRNAs durch eine unspezifische
Stimulierung des Immunsystems eine Virusvermehrung
unterdriicken (Jacque et al, 2002; Judge et al, 2005;
Sioud, 2005). In einer In-vivo-Studie mit M&usen wurde
z.'B, eine Besserung einer herpesinduzierten stromalen
Keratitis durch Behandlung mit unspezifischen Oligo-
nukleotiden beobachtet (Wasmuth et al., 2008). Es wird
angenommen, dass siRNAs die Immunabwehr in der
Zelle nicht direkt aktivieren, sondem durch die Bindung
an.sogenannte Toll-like-Rezeptoren unsperzifisch eine
Zytokinproduktion anregen (Elbashir et al., 2001; Jacque
et al., 2002; Sioud, 2005). In einer anderen In-vivo-Stu-
die mit Mdusen wurde beispielsweise die Entwicklung
von Antikérpemn gegen das Hepatitis-B-Virus durch eine
siRINA-Therapie angeregt (Ren et al., 2013). Des Wei-
teren kommt es zu sogenannten ,off-target”-Effekten,
wenn z. B. andere Gene als das komplementire Ziel-
gen Sequenziibereinstimmungen mit den spezifischen
siRNAs haben (Jackson et al., 2006). Die Wirkung von
siRNAs ist von der Verfligbarkeit der Zielsequenz, der
Stabilitdt der siRNA und der mRNA-Struktur abhiangig
{Chen und Zhang, 2012). Kirzlich wurde eine thermo-
dynamische Genom-Analyse (,PICKY”) entwickelt, die
mogliche unspezifische und ungezielte Interferenzen
identifizierte (Chen et al., 2013). Uber dieses System
war es moglich, die ,off-target”-Gene zu identifizieren,
die sich zu einer siRNA entwickeln und eine Interfe-
renz auslosen konnen. Weitere Interferenzen konnen
durch eine unspezifische Interferenz durch den siRNA-
Begleitstrang auftreten. In der Zelle wird die doppel-
stringige siRNA in den Begleitstrang und den Leitstrang
gespalten. Der Leitstrang der siRNA bindet im Enzym-
komplex RISC an die Zielsequenz. Kiirzlich wurde die
Modifikation des Begleitstranges mit 5-Nitroindol am
15°-Ende in HEK-293-Zellen untersucht. Durch diese
Maodifikation wurden ,off-target”-Effekte durch den
Begleitstrang erheblich unterdriickt und die Wirkung
des Leistranges verbessert (Zhang et al., 2012). So wurde
in Huh7-Zellen und in Méusen gezeigt, dass 2'-O-gua-
nidinopropyl-modifizierte siRNA weniger Nebeneffekte
hatten (Marimani et al, 2013). Die nicht-komplemen-
tdren siRNAs konnten auch einen spezifischen Effekt
auf'die virale reverse Transkriptase haben. Als Poly-
anion konnen siRNAs mit dem Template konkurrieren
und eine Hemmung der RT verursachen. Modifizierte
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Phosphorothioat- oder 2'-O-methyl-Bindungen| und
nicht-modifizierte Oligonukleotide waren in der Lage;
sequenzunabhingig eine reverse Transkription des avi=
dren Myeloblastosis-Virus (AMV) und des HIV zu inhi-
bieren, indem sie an die RT banden (Hatta et al., 1993).
In chronisch infizierten HIV-1-T-Zellen hemmten zu
dem rev-Gen komplementdre Phosphorothioat-Oligo-
mere signifikant die Produktion verschiedener viraler
Proteine und viraler mRNA-Transkripte (Matsukura et
al.,, 1989).

Des Weiteren ist auch der Einfluss eventueller zyto=
toxischer Effekte durch siRNAs komplementdr zu /den
Zellrezeptoren nicht ausgeschlossen. Dennoch wurde
in einer HIV-1-5tudie gezeigt, dass durch siRNAs, die
gegen einen spezifischen Zellfaktor gerichtet waren,
keine zytotoxischen Nebeneffekte auftraten (Li et-al,
2005b).

Die als Kontrolle in dieser Studie verwendete Dosis
von 5 pg/ml AZT konnte im Cegensatz zu fritheren
Studien die FelV-Replikation in vitro nicht hemmen
(Tavares et al,, 1987; Hoover et al, 1990). Im Unter-
schied zu anderen Studien waren die CrFK-Zellen in
dieser Studie bereits zwdlf Tage mit dem FelV infiziert.
AZT wurde nicht, wie in den anderen Studien, schon
vor der Infektion mit dem FelV den Zellen zugegeben.
Dies bedeutet, dass AZT wohl nur dann ein wirksames
Medikament ist, solange die Zellen noch nicht mit FeLV
infiziert sind. Ein anderer Grund fiir den fehlenden Ein-
fluss von AZT auf die Virusvermehrung kénnte sein, dass
AZT nur einmalig am ersten Tag zu den Zellen gegeben
wurde. In vorausgegangenen Studien wurde AZT dage-
gen taglich zu den Zellen gegeben (Hoover et al., 1990).
Dies war in der vorliegenden Studie nicht méglich, da
die siRNAs auch einmalig zugegeben wurden und sonst
die Wirkung nicht mit AZT zu vergleichen gewesen
wire. Eine Resistenzentwicklung des FelV gegeniiber
AZT wire eine weitere mogliche Erklirung und kann
nicht ausgeschlossen werden, da dies in einer Studie mit
FIV beobachtet wurde (Remington et al., 1991).

In einer Studie wurde die Hemmung von small hairpin
RNAs (shRNAs) auf die FeLV-A/Rickard-Virusvermeh=
rung in vitro untersucht (Ornelas et al., 2012). Bei zwei
von drei untersuchten shRNA-Molekiilen, die gegen
das gng-Cen des FellV gerichtet waren, konnte nach 48
Stunden mittels Western-Blot-Densitometrie eine Ver-
ringerung des p27-Antigens um etwa 50 % festgestellt
werden. Die Untersuchung der RT-Aktivitat zeigte einen
Hemmeffekt in einer dhnlichen Grifenordnung. Neben
dem env-Gen und dem Wirtszellrezeptor feTHTR1, die
in unserer Studie untersucht wurden, scheint das gag-
Gen ebenfalls ein geeignetes Ziel fiir siRNAs zu séin,
wobei jedoch keine Ergebnisse zum Gehalt der viralen
RNA dargestellt wurden. Die Sequenzidentitit zwischen
FelV-A/Rickard- und dem in unserer Studie verwende-
ten FelV-A/Clasgow-1-Subtyp wird auf etwa 76-78 %
geschdtzt, was zu unterschiedlichen Hemmpotenzialen
der siRNAs beitragen kinnte (Rosenberg et al., 1980):

In vielen Studien wurde bereits die Schwierigkeit dis-
kutiert, siRNAs in vivo therapeutisch anzuwenden. Ein
grundlegendes Problem ist, dass die synthetisch herge-
stellten siRNAs durch entstehende Virus-Mutationen im
Feld nicht in der Lage wiren, eine spezifische Bindung
mit dem mutierten komplementdren Strang einzugehen.
Auch die Entstehung von Resistenzen wiirde eine effek-
tive Wirkung von siRNAs behindern. Dieses Phanomen
wird insbesondere bel RNA-Viren beobachtet, da durch

deren virale Polymerase haufig Mutationen entstehen,
die eine komplementire Bindung einer siRNA zu der
urspriinglichen Zielsequenz verhindern. Um dies zu
umgehen, koénnten verschiedene siRNAs miteinander
kombiniert werden, die verschiedene Zielgene angreifen
(Boden et al., 2003; Das et al., 2004). Auch wenn sich der
Effekt durch die Gabe mehrerer siRNAs nicht erhéhen
wiirde, kann so zumindest die Entwicklung einer Resi-
stenz des Virus gegentiber siRNAs vermindert werden
(Wilson und Richardson, 2005; Wu et al., 2005).

Ferner ist es schwierig einen Transportmechanismus
zu finden, der die siRNA an ein bestimmtes Organ oder
Gewebe bringen wiirde, ohne dass die siRNA vorher
vom Kérper abgebaut werden kénnte. Dabei kénnte der
Einsatz von nicht-viralen oder viralen Vektoren niitzlich
sein. Aufgrund unspezifischer Nebenwirkungen wire
zwar die Verwendung von nicht-viralen Transportme-
chanismen zu bevorzugen, jedoch ist die Effektivitat
viraler Transportmechanismen besser, wie in einigen
In-vitro- und In-vivo-Studien gezeigt werden konnte
(Kronke et al., 2004; Harper et al., 2006; An et al., 2007;
Baba et al., 2008). Typischerweise werden fiir nicht-virale
Transportmechanismen Ansatze mit Kationen benutzt,
aber auch monoklonale Antikérper und Peptide verwen-
det (Hughes und Rao, 2005; Vorhies und Nemunaitis,
2007). Durch die positive Ladung kénnen Kationen aber
auch toxische Nebenwirkungen verursachen (Zhang et
al., 2007; Kim et al., 2009). Des Weiteren gibt es Studien,
in denen der Einsatz von auf lipid-basierenden Nano-
partikeln, Polyethylamin und synthetischen RNA-Mole-
killen (,aptamers”) erforscht wurde (Ge et al, 2004;
Moreira et al, 2008; Dove, 2010). Ebenso verbessert
eine Modifizierung der siRNA mit Phosphorothioat-
und 2 -O-methyl-Gruppen die Stabilitdt im Serum und
Wirkung, was z. B. in der vorliegenden Studie bei den
kurzen siRNA angewendet wurde (Braasch et al., 2003).

Die Hemmung der Virusvermehrung durch siRNAs
in vitro ist nur bedingt mit den Verhiltnissen in vivo
zu vergleichen. Es ist schwierig eine geeignete sikKNA-
Dosierung und Transfermethode fiir siRNAs zum Ort
der Virusvermehrung zu finden und zu entwickeln. In
mehreren Studien wurde der Einsatz von viralen und
nicht-viralen Vektoren untersucht, um am Zielort eine
stabile Expression der siRNAs zu erreichen und das
Hemmpotenzial zu verstarken (Tompkins et al, 2004;
An et al, 2007). Fur eine therapeutische Anwendung
in FelV-infizierten Katzen konnte auch der Infektions-
zeitpunkt fir eine Therapie mit siRNAs ausschlagge-
bend sein. Um dies zu untersuchen, sollte zunichst die
Wirksamkeit von siRNAs bei akut und chronisch FelV-
infizierten Zellen erforscht werden.

Eine Limitation der Studie ist, dass nicht eindeutig
nachgewiesen werden kann, wodurch die Hemmung
der FeLV-Vermehrung tatsdchlich verursacht wurde, da
sowohl die komplementdren als auch die nicht-komple-
mentiren siRNAs eine Virusvermehrung unterdriickten.
In einer Folgestudie kinnte die Zytokin-Produktion
gemessen werden, um zu sehen, ob eine Stimulierung
des Immunsystems durch siRNA eine Rolle bei der
Hemmung der Virusvermehrung spielt.

Zusammenfassend konnte die FelV-Vermehrung
in der vorliegenden Studie erfolgreich durch siRNAs
gehemmt werden. Da bis heute nach geeigneten Medi-
kamenten fiir die Therapie FelV-infizierter Katzen
gesucht wird, kénnte der Einsatz von siRNAs gegen
eine FelV-Vermehrung eine interessante Option sein.
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Allerdings sind weitere Studien zur Klarung des Wirk-
mechanismus sowie zur Umsetzung einer Anwendung
in vivo nétig.
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IV.  DISKUSSION

Bis heute gibt es keine wirksame Therapie fir FeLV-infizierte Katzen. Die aus der
Humanmedizin stammenden antiviralen Medikamente konnen aufgrund ihrer
Toxizitat nur sehr eingeschrankt fur die Behandlung FeLV-infizierter Katzen
eingesetzt werden (HARTMANN, 2012). Ein neuer antiviraler Ansatz konnten
kurze RNA-Molekiile, siRNAs, darstellen, die direkt mit dem viralen
Vermehrungszyklus interferieren und spezifisch eine  Virusreplikation
unterdriicken (MA et al., 2007).

In der vorliegenden Studie wurde die Wirksamkeit von siRNAs gegen eine FeL V-
A/Glasgow-1-Vermehrung in CrFK-Zellen untersucht. Die FeLV-A-Vermehrung
ist in CrFK-Zellen sehr effizient. In einer Studie war die Replikationsfahigkeit in
CrFK-Zellen im Vergleich zu humanen und anderen tierischen Zellen bereits nach
zwei Tagen am starksten (NAKATA et al., 2003). 1968 wurde erstmals nach elf
Tagen die FeLV-Replikationsfahigkeit 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 Zytotoxizitat von FeLV hindeuten konnte. Ferner wurden im Plasma von
FeLV-infizierten Katzen nach sieben Tagen ca. 10* 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 zwolIf 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 Zellkulturiiberstand vorhanden (STEWART et
al., 2012). Auch wenn in der vorliegenden Studie nach zwolf Tagen vor
Transfektion der SiRNAs virale RNA und p27-Antigen in den
Zellkulturiberstanden nachweisbar waren, sollte in einer Folgestudie ein
quantitativer Virusnachweis erfolgen. Dies ware nicht zuletzt fir 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 durchgefiihrt (WILKES & KANIA, 2009; MCDONAGH et al.,
2011).
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In allen Zellkulturiiberstanden 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 sSiRNAs
war nach 48 Stunden am stdrksten ausgepragt. Danach nahm der Effekt
kontinuierlich ab. Diese Ergebnisse stimmen mit Daten von siRNA-behandelten
FIV-infizierten Zellen Uberein (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 hochste siRNA-AKktivitat ist
gewdohnlich 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 komplementdr zum FeLV-A-env-Gen (STEWART et al., 1986)
waren. In anderen Studien wurde gezeigt, dass siRNAs gegen Hullgene eine virale
Vermehrung unterdriicken konnen. In vitro wurde z. B. die virale Replikation
durch die dem HIV-env-Gen-komplementéren doppelstrangigen RNAs (dsRNA)
gehemmt (PARK et al., 2002). Auch dem bovinen Virus-Diarrhoe-Virus-Hullgen-
komplementére siRNAs (MISHRA et al., 2011) und FHV-1-komplementare gpD-
siRNAs unterdriickten eine Virusvermehrung in vitro (WILKES & KANIA,
2009). Um eine spezifische Interferenz der env-siRNAs mit dem env-Gen

nachzuweisen, kénnte 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 fir die siRNAs. Um eine
Wirtszelle zu infizieren, bindet FeLV (ber das gp70 (env) an den fur 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. Fur HIV-1 wurde gezeigt, dass die Virusreplikation tber 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 Zellkulturiiberstdnden ein geringer Gehalt viraler RNA und des p27-
Antigens gemessen. Die antivirale Wirkung der langen rez-siRNA war allerdings
deutlich stérker ausgeprégt als die der kurzen rez-siRNA. Dies kdnnte durch die
unterschiedlichen Nukleotid-L&ngen zustande gekommen sein. Wahrend 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 starkere und langer anhaltende Hemmung der Expression eines
modifizierten grin 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 kénnte. 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 Erklarung fir die bessere Wirkung der
langen rez-siRNA konnte die vorgenommene Modifikation der kurzen siRNASs
sein. Die kurzen siRNAs wurden im Gegensatz zu den langen siRNAs mit
Phosphorothioat- und 2°-O-Methyl-Bindungen modifiziert. Dies konnte eine
Bindung an die Rezeptor-mRNA gestort und die Wirksamkeit der SiRNA
vermindert haben. Bei der kurzen env-siRNA wurde dieses Phanomen allerdings
nicht beobachtet. Dies konnte auf unterschiedliche Zielgene zuriickgefiihrt werden
(KIM et al., 2005). Fiur den Nachweis eines spezifischen Einflusses der rez-
siRNAs konnte 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 Zellkulturuberstdnden der mit den kombinierten siRNA-behandelten Zellen
hat sich nicht signifikant von dem Gehalt in den Zellkulturtiberstanden der env-
und rez-siRNA-behandelten Zellen unterschieden. Dennoch kdnnte eine
Kombination verschiedener Zielgene einer Resistenzentwicklung vorbeugen und
trotz viraler Mutationen an Zielgene binden (WILSON & RICHARDSON, 2005).
In Studien wurde gezeigt, dass kombinierte sSIRNAs entweder ein starkeres (JI et
al., 2003; YE & JIN, 2006) oder kein starkeres antivirales Hemmpotential haben
konnen (LEE et al., 2003).

Auch in den Zellkulturiiberstanden der nicht zu env oder feTHTR1
komplementéren 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 komplementar 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 veranderte oder
willkirlich zusammengesetzte Sequenz (SCHYTH et al., 2006). Die khv-siRNAs
hatten keine Komplementaritit zu dem FeLV-A/Glasgow-1-Genom. Dies wurde
mithilfe des ,,Basic Local Alignment Search Tool“ (BLAST) untersucht. In
anderen Studien wurden siRNA-Kontrollen komplementér 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 konnte zusétzlich der Einsatz von unspezifischen siRNAs, z. B. gegen
ein Reportergen, im Vergleich zu nicht-komplementaren siRNAs, z. B. gegen eine
andere Virussequenz als die Zielsequenz, verglichen werden, um eine mogliche

Interferenz ausschlieRen zu kdnnen.

Eine mdgliche Ursache fur die Unterdriickung der FeLV-Vermehrung durch die
khv-siRNAs konnte sein, dass sie auf einer anderen Stufe mit dem FeLV-A-
Replikationszyklus oder mit anderen Regionen des felinen Gens interferierten.
Sogenannte ,,0ff-target“-Effekte durch siRNAs konnen auftreten, wenn andere
Gene partielle Sequenziibereinstimmungen 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, enFelLV)
mdglich, 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 Pathogenitat steigern (HARTMANN & HEIN, 2008). Allerdings wurde in
CrFK-Zellen kaum enFeLV nachgewiesen (OKADA et al., 2011). Um mdgliche
Interferenzen dennoch zu vermeiden, konnten 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 Verfligbarkeit der Zielsequenz,
der Stabilitat der siRNA und der mRNA-Struktur abh&ngig. Je stabiler die
Zielsequenz umso weniger effizient ist die Wirksamkeit einer SIRNA (CHEN &
ZHANG, 2012). Dafiir ist auch eine geeignete siRNA-Konzentration essentiell, da
durch zu hohe oder zu niedrige siRNA-Konzentrationen Nebenwirkungen
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entstenen konnen (JACKSON et al., 2003; PERSENGIEV et al.,, 2004,
SEMIZAROQV et al., 2004). In einer Studie wurden unspezifische Interferenzen
bei siRNA-Konzentrationen von 0,2 bis 0,025 pM 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 pM aber nicht bei 0,02 pM beobachtet
(SEMIZAROV et al.,, 2004). In den meisten Studien wurde eine SIRNA-
Konzentration von 0,1 pM verwendet. Diese wird u. a. auch von einigen
Herstellern empfohlen, obwohl unspezifische Interferenzen beobachtet werden
kénnen (PERSENGIEV et al., 2004). In anderen Studien wurde sogar eine
siRNA-Konzentration von 0,2 uM 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 uM einer 21 Nukleotid-langen siRNA behandelt
wurden. Bei 0,05 uM 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 UM einer 27 Nukleotid-langen siRNA eine milde Granulierung (WILKES &
KANIA, 2009). In der vorliegenden Studie kdnnte es bei den 27 Nukleotid-langen
siRNAs auch zu solch einem Nebeneffekt gekommen sein, der einen Einfluss auf
die Zellviabilitat gehabt haben konnte.

Weiterhin ist die siRNA-Gestaltung fir eine spezifische und effektive
Wirksamkeit entscheidend. Das 5°-Phosphat ist elementar fur den Einbau in RISC
und eine gezielte Spaltung, die zwischen dem zehnten und elften Nukleotid vom
5‘-Ende ausgeht (ELBASHIR et al., 2001b). Dabei storen vier bis funf unpaare
Nukleotide vom 5°-Ende zwar nicht die Bindung an die Spaltstelle, kdnnen aber
die Effizienz der Spaltung beeinflussen (HALEY & ZAMORE, 2004;
MARTINEZ & TUSCHL, 2004). Fur die Herstellung von siRNAs sollten speziell
entwickelte Programme verwendet werden, die automatisch gewisse Grundregeln
fur eine siRNA-Gestaltung berlcksichtigen. Dadurch koénnen unspezifische
Effekte vermindert und die Effektivitdt und Spezifitdt von siRNAs enorm
gesteigert werden. In dieser Studie wurden die sSiRNA-Sequenzen mittels DEQOR
konstruiert. Uber DEQOR kann ein siRNA-Hemmpotential ermittelt und
geeignete Regionen flr eine Spaltung der Zielregion gefunden werden
(HENSCHEL et al., 2004). Eine Herstellung von siRNAs alleine mittels BLAST
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hat womdglich den Nachteil, dass ,,off-target“-Effekte tibersehen werden kénnten
(BIRMINGHAM et al., 2006). Dennoch wurde z. B. fir die Herstellung von
siRNAs gegen FCoV in vitro BLAST verwendet (MCDONAGH et al., 2011). Fr
die Herstellung einer siRNA ist nicht nur die Komplementaritdt zu den
beabsichtigten Zielgenen wichtig. Es kommt insbesondere auch auf deren
Bindungsstabilitat an. Kdurzlich wurde eine thermodynamische Genomanalyse
(PICKY) fir die Herstellung von siRNAs entwickelt. PICKY kann ,,off-target‘-
Gene identifizieren, die innerhalb eines bestimmten Temperaturbereichs zu einer
SsiRNA hybridisiert werden kdnnten. So kodnnen geeignete siRNAs noch
spezifischer herausgefiltert werden, die mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit nicht
zu ,,off-target““-Effekten fuhren wirden (CHEN et al., 2013).

Weiterhin konnen ,,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). Unabhédngig von der
Transfermethode kann dieser Effekt auch bei der Verwendung von shRNAs
auftreten (JACKSON et al.,, 2006a). Eine Interferenz mit dem Begleitstrang
kdnnte 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) unterdriickt werden.
Spezifische ,,off-target“-Effekte konnen schon bei einer Komplementaritat von
sieben Nukleotiden auftreten (LIN et al., 2005). Es ist eine Komplementaritat
zwischen dem zweiten bis siebten Nukleotid vom 5°‘-Ende des siRNA-Begleit-
oder Leitstranges entscheidend (JACKSON et al.,, 2006b). Diese Region ist
wichtig fur die Bindung des endogenen RNAi-Mechanismus tber mikro-RNAS,
die in dieser sogenannten ,,seed“-Region komplementar 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 fir die Herstellung von
siRNAs und shRNAs von entscheidender Bedeutung, um diese ,,off-target-
Regionen und Interferenzen so weit wie moglich zu vermeiden. Wahrend BLAST
sich daflr nur wenig effektiv gezeigt hat (BIRMINGHAM et al., 2006), bewdahren
sich DEQOR oder PICKY. Neben den beschriebenen Modifikationen kdnnen

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 konnte eine Interferenz der siRNAs mit der RT aufgetreten sein. Als
Polyanion konnen siRNAs mit dem Template konkurrieren und eine Hemmung
der RT verursachen. In avidren Myeloblastosis-Virus- und HIV-infizierten Zellen
war die antivirale Wirksamkeit von Phosphorothioat- und 2°-O-Methyl-
modifizierten und nicht-modifizierten Oligonukleotiden (ON) sequenzunabhéngig
und auf eine Bindung an die RT zurickzufihren (HATTA et al., 1993). Dieser
Effekt wurde auch in Herpes-Simplex-Virus-infizierten Zellen beobachtet (GAO
et al., 1989). In einer in-vivo-Studie fihrten Kontroll-ON nach 14 Tagen zu einer
Besserung einer Herpes-induzierten stromalen Keratitis bei M&usen. Dieser Effekt
war vermutlich unspezifisch (WASMUTH et al., 2008).

Die FeLV-Vermehrung in den khv-siRNA-behandelten Zellen kénnte auch durch
unspezifische ,,off-target“-Effekte unterdriickt worden sein, die nicht durch eine
spezifische Interaktion durch den RNAi-Mechanismus ausgeldst wurden (RAO et
al., 2009). Fir 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 Zytotoxizitaten und tber
Vektoren vermittelte Nebenwirkungen zéhlen dazu (RAO et al., 2009). Bei
dsRNA-Molekilen von mehr als 30 Nukleotiden wurde eine Proteinkinase R-
vermittelte Immunstimulation in vitro beobachtet, wie es natirlicherweise bei
viralen Infektionen geschehen wiirde (BUMCROT et al., 2006). Auch wenn
siRNAs aus weniger als 30 Nukleotiden bestehen, kann eine Immunstimulation
uber 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 konnen eine
Antikorper-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 ware also moglich, dass die FeLV-Vermehrung in dieser Studie

durch eine Immunstimulation, auch unabhangig von einem RNAi-Mechanismus,
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unterdriickt worden ist. In einer Folgestudie ware es somit wichtig den Einfluss
einer moglichen Immunstimulation zu bestimmen. Dafir konnte z. B. die IFN-f-
MRNA mittels PCR gemessen werden (WILKES & KANIA, 2009). In einigen
Studien wurde diskutiert, ob Guanin-Uracil (GU)-reiche siRNA-Sequenzen eine
virale Interferenz ausldsen konnten. Insbesondere wurden unspezifische Einflisse
durch GU-reiche Sequenzen Uber 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 ausgelost werden (GU et al., 2009). Ferner ist
fraglich, ob sich eine Immunantwort durch GU-reiche Sequenzen in der Zellkultur
uberhaupt mit einer endogenen Aktivierung des Immunsystems vergleichen lasst
(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 schitzen (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 Zytotoxizitdt kann auch durch FeLV selbst
hervorgerufen worden sein. Die Zellviabilitdt wurde in der vorliegenden Studie
taglich mikroskopisch untersucht. Zudem zeigte sich bei jedem Wechsel des
Zellkulturmediums ein eindeutiger Farbumschlag des alten Mediums. Dies deutet
ebenfalls auf eine Vitalitat der Zellen hin. Dennoch sollte in einer Folgestudie ein

Zytotoxizitatsnachweis (z. B. MTT-Test) durchgefiihrt 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 pg/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 pg/ml fiihrte in diesen Studien zu einer vollstindigen Hemmung der
Virusreplikation, ohne dabei zytotoxische Nebeneffekte zu provozieren. Ein
moglicher Grund fiur die fehlende Wirkung von AZT in der aktuellen Studie
konnte 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 zwolIf Tage infiziert. Ein weiterer Grund fiir eine
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fehlende Wirkung von AZT konnte die nur einmalige Applikation von AZT
darstellen. In Vergleichsstudien wurden die Zellen taglich mit AZT behandelt. In
der vorliegenden Studie wurde von einer mehrtatigen 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 gegeniiber AZT nicht ausgeschlossen werden. Eine
Resistenzentwicklung wurde bereits in einer Studie mit FIV-infizierten Zellen
entdeckt (REMINGTON et al., 1991). In einer nachfolgenden Studie kdnnte eine
tagliche AZT-Behandlung mit einer sSiRNA-Behandlung verglichen werden. Auch
wenn das Behandlungsintervall dann unterschiedlich ware, kann dennoch der
Einfluss von AZT auf die FeLV-Vermehrung erfasst und mit den SiRNA-
behandelten Zellen verglichen werden. Weitergehend ware es interessant auch
unterschiedliche Applikationsintervalle von siRNAs zu beobachten und mit AZT
zu vergleichen. Dafur konnten FelLV-infizierte Zellen taglich mit siRNAs
behandelt und eine antivirale Wirksamkeit mit AZT-behandelten Zellen im
gleichen Applikationsintervall verglichen werden. Fir die Kontrolle der
Hemmung einer FeLV-Vermehrung durch siRNAs und AZT waéren
Untersuchungen auf eine Zytotoxizitat und der Einfluss einer Immunstimulation

zu berticksichtigen.

Kirzlich 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). Daflir 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-Molekilen konnte nach 48 Stunden
mittels Immunoblot eine Verringerung des p27-Antigens um ca. 40 % bis 70 %
nachgewiesen werden. Die Untersuchung der RT-Aktivitdt zeigte einen
Hemmeffekt in einer &hnlichen GrélRenordnung. Das gag-Gen koénnte somit
ebenfalls ein geeignetes Angriffsziel fur siRNAs darstellen. Allerdings wurde im
Gegensatz zur aktuellen Studie nicht der Gehalt viraler RNA untersucht und das
p27-Antigen mittels Densitometrie untersucht. Die Sequenzidentitdt zwischen
FeLV-A/Rickard- und dem in der aktuellen Studie verwendeten FeLV-
A/Glasgow-1-Subtyp wird auf etwa 76 % bis 78 % geschatzt (ROSENBERG et
al., 1980). Es ware 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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waére ein Vergleich einer antiviralen Wirksamkeit zwischen den beiden Subtypen

moglich.

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/RNAIi%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 ermdglicht. Ferner ist dort
beschrieben, dass das Medikament als Pulver Uber das Trinkwasser gegeben
werden soll. Die Bioverfugbarkeit einer oral verabreichten siRNA ist allerdings
fraglich. Bis heute wird nach geeigneten Applikationstechniken fur 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. Hierflir sei der Tierarzt heranzuziehen. Ein Vergleich der Wirksamkeit
zwischen den verschiedenen Applikationstechniken waére interessant, ist in der
Produktinformation aber auch nicht aufgefuhrt. Der Hersteller rat von zeitgleich
durchgefuhrten 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 Korper
abgebaut wird. Dabei kann der Einsatz von nicht-viralen und viralen Vektoren
nltzlich 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-Leukamievirus-Vektor erfolgreich gegen HCV eingesetzt
(KRONKE et al., 2004). Allerdings konnen diese Vektoren in der N&he von

Protoonkogenen eingebaut und diese dadurch aktiviert werden (SCHMIDT et al.,
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2002; HACEIN-BEY-ABINA et al., 2003; HACEIN-BEY-ABINA et al., 2008),
wobei dieses Problem durch Modifikationen vermindert werden konnte
(KVARATSKHELIA et al., 2014). In einer FIV-Zellkulturstudie wurden shRNAs
uber 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. Anschlielend wurden diese T-Zellen den Patienten wieder
zugefihrt (DROPULIC, 2001; DAVIS et al., 2004). Hamatopoetische
Stammzellen konnten auch mit einem siRNA-beladenen lentiviralen Vektor
transfiziert werden, der den Patienten intravends verabreicht wird (HANNON &
ROSSI, 2004). In Primaten wurde die Effektivitat von siRNAs untersucht. Diese
wurden Uber ein CD34"-hamatopoetisches Stammzelltransplantat gegen einen
HIV-Chemokin-Korezeptor CCR5 gerichtet, dessen Expression dartiber 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 Behandlungsmdglichkeit fur HIV-infizierte
Menschen darstellen kénnte (AN et al., 2007).

Auch nicht-virale Transportoptionen sind beschrieben. Typischerweise werden
dafir Ansédtze mit Kationen hergestellt. Die positive Ladung der Kationen
unterstitzt die Bindung der siRNAs an die negativ geladenen Nukleinsauren und
Glykokalix der Zellmembran. Durch die positive Ladung der Kationen kénnen
aber auch toxische Nebeneffekte auftreten (ZHANG et al., 2007; KIM et al.,
2009). Weiterhin kdénnen monoklonale Antikdrper und Peptide als nicht-virale
Vektoren eingesetzt werden (HUGHES & RAO, 2005; VORHIES &
NEMUNAITIS, 2007). Diese binden an die Zellmembran und werden dann uber
Endozytose in die Zelle aufgenommen. Eine weitere Mdglichkeit sind lipid-
basierte Nanopartikel, wie das ,,lipid-PEG*“-Konjugat (MOREIRA et al., 2008). In
einer Studie wurden Polyethylamin-kombinierte siRNAs erfolgreich in Influenza-
infizierte Mduse eingeschleust und damit therapiert (GE et al., 2004). Ferner
wurde der Einsatz von Aptameren diskutiert. Diese einzelstrangigen RNA- oder
DNA-Molekile binden Proteine, z. B. Rezeptoren, an der Zelloberflache und
fordern 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 mdglich.
HiPerFect wurde auch in vielen anderen Studien mit siRNAs in Zellkulturen
verwendet. In einer Studie wurden SIRNAs in humane vaskuldre Aorta-
Endothelzellen mit HiPerFect transfiziert (NABZDYK et al., 2011). Dabei wurde
keine Zelltoxizitat durch das Transfektionsmittel beobachtet. In einer anderen
Studie wurde kein Einfluss von HiPerFect auf die Zellviabilitdt beobachtet
(FORSBACH et al., 2012). Die Autoren beschreiben, dass eine Transfektion der
RNAI nicht von der Partikelgrofle oder Oberflache des Transfektionsmittels
abhéangig ist, sondern von der F&higkeit die SiRNA in das Zytoplasma zu
entlassen. Von dort aus wird die sSiRNA 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 Aktivitat 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 kdnnten einen interessanten therapeutischen Ansatz
gegen virale Infektionen darstellen. Sie bestehen aus zwei Anteilen. Der eine
Anteil bestent aus einem zur Ziel-mRNA komplementaren Leit- und
Begleitstrang. Der andere Anteil ist zwischen dem neunten und zwolften
Nukleotid nicht komplementér zur Ziel-mRNA. Dadurch werden im RISC ein
sequenzabhangiger und eine  sequenzunabh&ngiger ,,Gen-Knockdown*
durchgefiihrt. Es werden gleichzeitig die komplementéare Ziel-mRNA abgebaut
und die Translation verhindert. Durch den bifunktionalen Mechanismus haben
diese shRNAs im Vergleich zu shRNAs und siRNAs eine sehr hohe Effektivitét
(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 Stabilitat im Serum und
die Wirksamkeit. Phosphorothioat-Modifikationen vermindern die Gefahr einer
vorzeitigen Spaltung durch Nukleasen und Integrasen. Des Weiteren erhthen sie
die Bindung an Proteine im Serum und erh6hen somit die Bioverfiigbarkeit. 2°-O-
Methyl-Modifikationen vermindern auch die Gefahr eines vorzeitigen Abbaus
durch Nukleasen und erhéhen die thermodynamische Stabilitat (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 Mdausen (GE et al., 2004;
TOMPKINS et al.,, 2004) und Primaten (AN et al.,, 2007) waren mit der
Wirksamkeit in Zellkulturen vergleichbar. In Mausen 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 Uberstanden der siRNA-behandelten Zellen
zwischen 0,7-fach (rezS-siRNA) und 17,5-fach (envS-siRNA) geringer im
Vergleich zu den Uberstanden der Kontrollen (AZT und Leerprobe), obwohl die
Zellen bereits 13 Tage infiziert waren. In Rhesus-Makaken wurde die Effektivitat
von Vektoren bertragene 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
CCRS5 konnte wirksam gehemmt werden (AN et al., 2007).

Ein Nachteil der RNAI-Therapie sind Mutationen von Viren im Feld. Synthetisch
hergestellte sSiRNAs konnen dann keine spezifische Bindung mit dem mutierten
Virus mehr eingehen. Auch die Entstehung viraler Resistenzen wiirde eine
effektive Wirkung von siRNAs behindern. Dieses Phdnomen wird insbesondere
bei RNA-Viren beobachtet, da deren virale Polymerase unspezifisch ist. Eine

Kombination aus siRNAs, die unterschiedliche Zielgene angreifen, konnte 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
durchgefiihrt.

In der vorliegenden Studie kann nicht eindeutig nachgewiesen werden, wodurch
die Hemmung der FeLV-Vermehrung tatséchlich verursacht wurde, da auch in
den Zellkulturiberstdnden der nicht-komplementaren siRNAs ein geringerer
Gehalt viraler RNA und des p27-Antigens nachgewiesen wurde. Eine mdgliche
Wirksamkeit der siRNAs gegen eine FeLV-Vermehrung kann auch nur durch
spezifische und unspezifische ,,off-target“-Effekte ausgeldst worden sein. Um
einen spezifischen Einfluss von env- und rez-siRNAs auf eine FeLV-A/Glasgow-
1-Vermehrung nachzuweisen, sind weitere Untersuchungen nétig. Auch
experimentelle Fehler, z. B. beim ,,annealing™ der siRNAs, bei der Transfektion
des Virus oder der sSiRNAs, bei der Inkubation und Austausch des
Zellkulturmediums, kdnnen nicht ausgeschlossen werden. Fir eine spezifische
Interferenz der siRNAs mit den Zielgenen konnten in einer Folgestudie die
feTHTR1-mRNA und das gp70 quantitativ bestimmt werden. Hinzukommend
sollte eine dosisabhéngige Wirkungskinetik der siRNAs durchgefiihrt werden.
Ferner konnten fluoreszenzmarkierte SiRNAs verwendet werden, um eine
Transfektion und Stabilitdt der siRNAs zu untersuchen. Des Weiteren ist ein
quantitativer ~ Virusnachweis  erforderlich. ~ Weiterhin  ist auch ein
Zytotoxizitatsnachweis, um den Einfluss von siRNAs und des Virus auf die
Zellviabilitdt zu untersuchen, wichtig. Ein immunmediierter Einfluss auf die
virale Vermehrung kénnte durch IFN-Messungen untersucht werden (SCHYTH et
al., 2007; WILKES & KANIA, 2009).

Interessant konnte der Vergleich einer antiviralen Wirksamkeit FeLV-infizierter
Zellen mit siRNA und shRNA sein. In einer weiteren Studie kdnnte das Provirus
aus den Zellen extrahiert und mit der viraler RNA im Uberstand 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 frihe Nachweis ist fir 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 nétig. Flr eine therapeutische Anwendung in FeLV-
infizierten Katzen konnte auch der Infektionszeitpunkt fur eine Therapie mit
siRNAs ausschlaggebend sein. Dafur waren Untersuchungen zur Wirksamkeit
von SiRNAs in sowohl akut als auch chronisch FeLV-infizierten Zellen
interessant. Fir den Einsatz antiviraler Hemmstoffe ist grundsétzlich 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 Leukamievirus (FeLV) infiziert sind, kénnen schwere
Krankheitssymptome entwickeln. Viele antivirale Medikamente aus der
Humanmedizin sind aufgrund schwerer Nebenwirkungen bei Katzen nicht
anwendbar. Ein neuer Ansatz fiir die Behandlung von FeLV-infizierten Katzen
konnten kurze RNA-Molekiile, sogenannte ,,small interfering RNAs“ (siRNAs),
darstellen. siRNAs konnen Uber 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 unterdriicken.

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-Hullgen (env) und
der zelluldren felinen Rezeptor (feTHTR1)-mRNA komplementére sowie nicht-
komplementére, 21 bis 27 Nukleotid-lange, siRNAs transfiziert. Als Kontrolle
wurden die infizierten CrFK-Zellen mit 5 pg/ml Azidothymidin (AZT) und einer
Leerprobe, die weder siRNA noch AZT enthielt, behandelt. Die
Zellkulturuberstande wurden an flinf 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 Zellkulturtberstanden aller
der mit siRNA-behandelten Zellen war nach 48 Stunden im Vergleich zu den
Zellkulturiberstanden der Leerprobe oder den AZT-behandelten Zellen
signifikant geringer. Da dies auch bei den nicht-komplementaren SiRNAs
nachweisbar war, ist eine spezifische antivirale Wirksamkeit der siRNAs gegen
eine FeLV-Vermehrung in dieser Studie fraglich. Die FeLV-Vermehrung konnte
durch eine unspezifische Bindung der siRNAs an das FelLV-Gen, einer
Immunstimulation, einer Interferenz mit der Reversen Transkriptase, oder einer
moglichen Zytotoxizitat beeinflusst worden sein. In dieser Studie konnte die
FeLV-Vermehrung durch AZT nicht unterdriickt werden. Dies konnte im

Unterschied zu anderen Studien an der einmaligen Applikation gelegen haben.

Um eine spezifische antivirale Wirksamkeit von SiRNA gegen eine FelLV-
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Vermehrung nachzuweisen, sind weitere Untersuchungen noétig. Dabei muss auch

der Einfluss durch unspezifische Mechanismen beriicksichtigt 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 pg/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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