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1 Einleitung

Das feline Leukdmievirus (FeLV) ist mit zahlreichen  unterschiedlichen
Krankheitserscheinungen bei domestizierten Katzen assoziiert (Reinacher und Theilen, 1987,
Wittmer, 1993). Persistent FeLV-infizierte Katzen konnen ein weites Spektrum nicht
neoplastischer Krankheiten entwickeln (Hardy et al., 1969; Hoover et al., 1974; Essex et al.,
1975b; Jarrett, 1984; Roiko und Olsen, 1984; Reinacher, 1987a, 1987b; Reinacher und
Theilen, 1987; Kipar et a., 2000b). Weiterhin wird die Entstehung einiger Tumorentitaten,
die Uberwiegend der Gruppe der malignen Lymphome und Fibrosarkome zuzuordnen sind,
unter Anderem durch FeLV verursacht (Snyder, 1978; Theilen et al., 1987; Reinacher,
1987b). Aufgrund der Ahnlichkeiten zu der durch das Humane Immundefizienz-Virus (HIV)
ausgel 6sten Schadigung des Immunsystems (Acquired Immunodeficiency Syndrom; AIDYS)
werden manche Formen der FeLV-Infektion der Katze auch als Versuchsmodell zum
Versténdnis der Krankheit beim Menschen verwendet (Mullins et al., 1986; Overbaugh et al.,
1988a; Hoover et al., 1989).

Um die Pathogenitééssmechanismen bei der Entstehung der FelV-assoziierten
Immunsuppression besser verstehen zu konnen, wurden zahlreiche immunhistologische
Untersuchungen durchgefihrt, die sich mit dem Vorkommen verschiedener FeLV-Antigene
und deren Verteilung in den Organen der infizierten Katzen beschéftigten (Rojko et a., 1979;
Lutz et al., 1983; Kastner, 1992; Teebken-Schuler, 1993; Kovacevic et al., 1997; Kremendahl,
1998; Kipar et a., 2000a). Dabei wurden auch positive immunhistologische Signale bei
dendritischen Zellen gefunden. Uber den Nachweis von viralem Antigen kann hier allerdings
nicht unterschieden werden, ob es sich um de novo synthetisiertes Antigen in Folge einer

FeL V-Replikation oder lediglich um présentiertes Antigen handelt.

Um diese Fragestellung zu kléren, wurden in der vorliegenden Arbeit Paraffinschnitte von
Geweben nach experimenteller FeL V-Infektion mittels in situ-Hybridisierungstechnik auf das
Vorhandensein von FeLV-RNA untersucht. Insbesondere im lymphatischen System sollten
dabei FeL.V-vermehrende Zellen und deren Verteilung identifiziert werden.
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2 Literaturubersicht

2.1 Geschichte

Im Jahre 1964 wurden das feline Leukamievirus (FeLV) und seine tumorinduzierenden
Eigenschaften erstmals beschrieben. Jarrett und Mitarbeitern (1964a) gelang es, bel vier
Jungtieren eines Wurfes Lymphosarkome nachzuweisen, nachdem ihnen im Rahmen von
Ubertragungsversuchen zellfreies Material aus einer Thymusleukose einer anderen Katze
inokuliert wurde. Im gleichen Jahr dtellten Jarrett und Mitarbeiter (1964b)
elektronenmikroskopisch Partikel in Lymphosarkomen dar, die Ahnlichkeiten mit denen des
murinen Leukosevirus hatten. Drei Jahre spéter gelang es, typische Viruspartikel (Typ C) aus
dem Blut von FeLV infizierten Katzen zu isolieren (Kawakami et a., 1967). Rickard und
Mitarbeiter stellten 1969 fest, dass es bei Katzen, die in Gruppen gehalten werden, zur
horizontalen Ubertragung des FeLV kommen kann. Diese Erkenntnisse wurden durch das
paralele Auftreten grofRerer Gruppen nicht verwandter Fel V-positiver Katzen in einzelnen
Haushalten bestétigt (Hardy et a., 1969; Jarrett et al., 1971).

In weiteren Versuchen konnte die Ubertragbarkeit von FeLV bestétigt werden (Hoover et al.
1972; Hardy et al., 1973a; Jarrett et al., 1973c).

Hardy und Mitarbeitern gelang im Jahre 1973 der Nachweis von FeLV-Antigen mittels
Immunfluoreszenztechnik. 1979 wurden ausfihrliche Arbeiten Uber die Verteilung von
Viruspartikeln und FeLV-Antigen in verschiedenen Organen experimentell infizierter Katzen
veroffentlicht (Rojko et al., 1979).

2.2 Klassifizierung des FeLV

Das FeLV wird dem Genus Gammavirus (Mammalian Type C Retrovirus Group) der Familie
Retroviridae zugeordnet (Pringle et al., 1999).

Retroviren unterscheiden sich von anderen Virusfamilien durch den Besitz einer RNA-
abhangigen DNA-Polymerase (reverse Transkriptase), die es ermoglicht, virdle RNA in DNA
umzuschreiben. Die neu entstandene Virus-DNA wird anschlief3end als Provirus in das
Genom der neu infizierten Zelle integriert (Temin et a., 1971; Hardy et al., 1993).

Die Einteilung der Retroviren in die Subtypen A, B, C und D erfolgte urspringlich an Hand

der elektronenmikroskopisch sichtbaren Morphologie des viralen Innenkorpers (Core). Nach
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Vorgaben des internationalen Komitees fur die Taxonomie von Viren wird die Familie der
Retroviren heute in Alpharetro-, Betaretro-, Gammaretro-, Deltaretro-, Epsilonretro-, Lenti-
und Spumaviridae unterteilt. Die Gammaretroviren gehéren zusammen mit den Alpha- und
Beta-Retroviren zu den sogenannten ,,einfachen” Retroviren, weil sie lediglich Sequenzen fir
das gag, pol und env Gen besitzen. ,,Komplexe" Retroviren, denen die restlichen Subtypen
zugeordnet werden, besitzen zusétzlich kodierende Sequenzen fir kleine Regulationsproteine
(Goff et al., 2001).

Tabelle 2.1: Gattungen der Retroviren (Ubersicht bei Goff, 2001)

Neuer Name Beispiele Morphologie
Alpharetrovirus Avian leukosisvirus (ALV) C-type
Rous sarcomavirus (RSV)

Betaretrovirus Mouse mammarian tumor virus (MMTV) B-, D-type
M ason-Pfizer monkey virus (MPMV)
Jaagsi ekte sheep retrovirus (JSRV)
Gammaretrovirus Murine leukemia viruses (MuLV) C-type
Feline leukemiavirus (FeLV)
Feline sarcomavirus (FeSV)
Gibbon ape leukemiavirus (GalL V)
Reticuloendotheliosis virus (RevT)
Deltaretrovirus Human T-lymphotropic virus (HTLV)-1, -2 C-type
Bovine leukemiavirus (BLV)

Simian T-lymphotropic virus (STLV)-1, -2, -3

Epsilonretrovirus Walley dermal sarcomavirus C-type
Walley epidermal hyperplasiavirus 1
Lentivirus Human immunodeficiency virustype 1 (HIV-1) | Rod/cone core

Human immunodeficiency virustype 2 (HIV-2)
Simian immunodeficiency virus (SIV)

Equine infectious anemiavirus (EIAV)

Feline immunodeficiency virus (FIV)

Caprine arthritis encephalitis virus (CAEV)
Visna/lmaedi virus

Spumavirus Human foamy virus (HFV)

2.3 Virusstruktur

Das FelV ist ein behllltes Einzelstrang-RNA-Virus mit einem Durchmesser von 80-100 nm
und einer Dichte von 1.15 g/lcm® (Kawakami et al., 1967; Horzinek et al., 1985). Zentral in
dem Virus gelegen befindet sich der Innenkdrper (Core), der von der Virushille durch die
innere Mantelschicht begrenzt wird. Das Core des FelLV besteht aus spiralisierter viraler

RNA, dicht umgeben von hexagonal angeordneten, nicht glykosylierten |nnenkdrperproteinen
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mit einer Grofe von 27000 (p27; Nukleoprotein), 15000 (p15C) und 10000 (p10) Dalton. Die
Mantelschicht wird aus dem sauren Protein pl2 (12000 Dalton) gebildet (Schafer et al.,
1977a; Bolognes et al., 1978; Olsen et a., 1987; Rojko et al., 1988). Die fur Retroviren
charakteristische reverse Transkriptase, mit einem Molekulargewicht von 70000 Dalton,
befindet sich im Core in enger Nachbarschaft zu dem Nukleoprotein (p27) (Scolnik et al.,
1970).

Bel der Freisetzung des Virus aus der infizierten Zelle (budding) wird die Hulle des FeLV
gebildet, die aus einer Lipiddoppelmembran zelluldren Ursprungs besteht. Die viralen
Proteine p15E (15000 Dalton) und gp70 (70000 Dalton) stellen die Hullproteine des FelLV
dar. Das nicht glykosylierte Protein p15E ist in die Lipiddoppel schicht eingelagert und dient
dem glykosylierten Protein gp70 as Verankerung, indem sie untereinander durch
Disulfidbriicken verbunden sind. gp70 ragt aus der Lipidschicht nach aul3en hervor und ist
somit maldgeblich an der Ausbildung der Oberflachenstruktur des FeLV beteiligt (Bolognesi
et a., 1978; Roiko et al. und Olsen et al., 1987; Neil und Onions, 1985; Varmus, 1988).

24 FelLV Untergruppen

Das FeLV lasst sich in drei Untergruppen einteilen, die als FeLV-A, -B und -C bezeichnet
werden. Die Einteilung bezieht sich zum Einen auf unterschiedliche antigenetische
Eigenschaften, zum Anderen auf unterschiedliche Wirtsspektren der einzelnen Untergruppen,
die in vitro mit Interferenz- und Neutralisations-Tests darstellbar sind (Sarma und Log,
19714a; Jarrett et al., 1973a; Sarmaund Log, 1973; Jarrett, 1980).

Rekombinationsversuche zeigten, dass die Wirtsspezifitét der Untergruppen im ,env*-Bereich
des Genoms kodiert ist, und dass daraus eine unterschiedliche Antigenitdt des Hullproteins
gp70 resultiert (Riedel et al., 1988). Bel in vitro Experimenten konnte gezeigt werden, dass
FeLV-A nur in Katzenzéllinien kultivierbar ist (Jarrett et a., 1973a) und im
Neutralisationstest keine Kreuzreaktionen mit anderen Subgruppen vorhanden sind (Russell
und Jarrett, 1978b). FeLV-B und -C lassen sich auch in humanen und caninen Zellkulturen
vermehren (Sarmaund Log, 1973; Jarrett et al., 1978a).

Luciw und Mitarbeiter stellten 1986 durch Sequenzanalysen im FelLV-env Gen Homologien
von ca. 80% zwischen den Subtypen FeLV-A und -B sowie zwischen -B und -C fest.
Zwischen FeLV-A und -C lag die Homologie bei 97%.

Waéhrend FeLV-A be natirlich infizierten Katzen stets nachweisbar ist, konnten die
Subgruppen FeLV-B und -C bisher nur in Kombination mit FeLV-A aus Spontanfallen
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isoliert werden (Sarma und Log, 1971a, 1973; Jarrett et al., 1978a). Es wird vermutet, dass
FeL V-B und -C durch Interaktionen von endogenen Fel V-Sequenzen mit denen des FeLV-A
in der infizierten Zelle entstehen (Hardy et a., 1976; Jarrett et al., 1978a, 1978D).

Die Subgruppenspezifitét scheint eine bedeutende Rolle in der Auswirkung einer FelLV-
Infektion zu spielen. In zahlreiche Arbeiten Uber experimentelle FeLV-Infektion konnte
gezeigt werden, dass sich eine Korrelation zwischen den Untergruppen des FeLV und den
induzierten Veranderungen feststellen lasst (Rojko und Hardy, 1994) (s. Tabelle 2.2).

Tabelle 2.2: FeL V-Untergruppen im Zusammenhang mit verschiedenen Krankheitsbildern

Subgruppe Erkrankung Autoren
FeLV-A Viramie; minimale Pathogenitét Donahue et a., 1988
vorwiegend Thymusleukosen Rickard et al., 1969

Sarmaund Lock, 1973
Hoover et a., 1976

FelLV-B myel odysplastische Andmie Riedd et al., 1986
FeLV-C nicht regenerative Anadmie; erythroische Aplasie | Mackey et a., 1975
Onionset a., 1982
Riedel et al., 1986
FeLV-A/-B multizentrische Leukose; Lymphosarkome; Rickard et al., 1968
Thymusatrophie; |mmunsuppression; myeloische | Toth et al., 1986
Leukose Hoover et al., 1987

Hoover et a., 1972
Hoover et al., 1973
FeLV-A/-B/-C | aplastische Andmie Kawakami et a., 1967
Theilen et al., 1969
Hoover et a., 1976

2.5 DieFeline Acquired Immunodeficiency syndrom (FAIDS)-

Variante

Im Jahre 1986 wurde von Mullins und Mitarbeitern aus dem Lymphosarkom einer Katze, die
zusétzlich eine schwere Immundefizienz aufwies, eine bis dahin unbekannte Variante des
FelLV isoliert. Mit dieser FeLV-Variante konnte nach einem Infektionsversuch an spezifisch
pathogenfreien Katzen (SPF) bel 100% der Tiere eine Immundefizienz ausgel6st werden.
Aufgrund der Ahnlichkeiten zu der durch das humane Immundefizienz-Virus (HIV)
ausgel0sten Schadigung des Immunsystems (AIDS) wurde diese Variante als felines AIDS
(FAIDS) bezeichnet (Mullins et al., 1986; Overbaugh et al., 1988a; Hoover et al., 1989).
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Wie spater durch molekularbiologische Analyse gezeigt werden konnte, handelte es sich bel
den Virusisolaten um zwei Viruspopulationen der Subgruppe FeLV-A, die mit A6Y/E und
ABL/C bezeichnet wurden. AGL/E ist replikationskompetent und besitzt eine geringe
Pathogenitét. Als verantwortlich fur die auftretende Immundefizienz wurde das Virusisolat
A6L/C angesehen, das einen ausgepragten zytopathischen Effekt besitzt. Mullins und
Mitarbeiter zeigten 1986, dass zytopathogene Mechanismen des FeLV-FAIDS eng mit dem
Auftreten unintegrierter viraler DNA in der infizierten Zelle korrelieren. A61/C ist aufgrund
eines Replikationsdefektes fur seine Vermehrung auf eine gleichzeitige Infektion mit einem
replikationskompetenten FeLV angewiesen (Casey et al., 1981; Mullins et al., 1986, 1989,
1991).

Ursachlich konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem Gendefekt des A61C um eine
Mutation im Bereich des env-3" LTR handelt. Diese Mutation fihrt zu einer Strukturanderung
des Hullprotein gp70 in einem c-terminaem, 34 Aminosduren umfassendem Segment,
wodurch infizierte T-Zellen nur noch verzogert oder uneffektiv auf andersartige
Superinfektionen regieren konnen (Overbaught et al., 1988b; Poss et al., 1989; Quackenbush
et a., 1990; Hardy et al., 1991). Der pathogene Effekt der FeLV-FAIDS-Variante auf T-
Zellen konnte in Zellkulturen bestétigt werden. Weitere Untersuchungen ergaben, dass es in
Verbindung mit replikationsdefektem Virus zur Anh&ufung von unintegrierter viraler DNA in
infizierten Zellen und anschlieffend zum Zelltod kommt (Quackenbush et al., 1990; Donahue
et a. 1991).

Neben anderen werden diese Mechanismen as Ursachen fir die Immundefizienz in
Verbindung mit der FeLV-FAIDS-Variante diskutiert. Die Immunsuppression hat zur Folge,
dass infizierte Tiere, dhnlich wie beim humanen AIDS, letztlich meist an viralen oder
bakteriellen Superinfektionen erkranken, die von dem geschadigten Immunsystem nicht mehr

effektiv bekampft werden kénnen.

2.6 FeLV-Genom

Das Fel. V-Genom besteht aus einem Dimer einer linearen, einzelstrangigen (ss) RNA. Die
Polaritét der Virus-RNA ist identisch mit der der zellularen mRNA (positive Polaritét). Esist
alerdings nicht moglich, dass die virde RNA direkt as Vorlage zur Synthese von
infektiosem Virus dient. Jede der zwel 35 S Untereinheiten besitzen an ihren 5'-Enden eine

fur eukariotische mRNA typische Nukleotidsequenz (Cap-Struktur), Uber die die RNA-



2. LiteraturUbersicht 4

Strange nichtkovalent miteinander verbunden sind. Die 3-Enden der viralen RNA sind
jewells polyadenyliert (Poly-AMP-Sequenz) (Coffin, 1979; Horzinek, 1985).

Jeder der beiden RNA-Strénge des FelL V-Genoms hat eine Lange von 8840 Basen (FeLV-A;
NCBI Acc. Nr.: M18247). Die Gene gag-pol-env (5" —3") werden an beiden Enden von den
Sequenzen fir U3 (3-Ende) und U5 (5°-Ende) flankiert. Die Cap-Struktur bildet den Anfang
einer kurzen Sequenz (R-Region), die sich am 3'-Ende wiederholt und am Anfang des Poly-
A-Schwanzes lokalisiert ist. Die R-Regionen werden zusammen mit U3 und U5 nach der
reversen Transkription zum long termina repeat (LTR) der proviralen DNA (s. 2.7).
Zwischen dem 3-Ende des U5 und dem 5-Ende des gag-Gens befindet sich die
Bindungsstelle fur eine zelluldre t-RNA (P-Region), die den Synthesestartpunkt der reversen
Transkriptase bei der Bildung des ersten DNA-Stranges bildet (s.2.7). Direkt vor dem U3
befindet sich eine weitere fir die Replikation des FeLV bedeutende Stelle, die as ,, Pu”
bezeichnet wird. Diese Sequenz stellt den Startpunkt fur die Synthese des zweiten DNA-
Stranges dar (s. 2.7) (Velicer et a., 1974; Fenner, 1976; Schafer und Bolognesi, 1977b;
Bolognes et a., 1978; Teich, 1982; Neil und Onions, 1985).

Im Bereich der gag (group-associated antigen)-Gene befinden sich die kodierenden
Sequenzen fur p15(C), p12, p27 und pl0, die als nichtglykosylierte Proteine den Innenkorper
des FeL V bilden (Khan und Stephenson, 1977; Laprevotte et al., 1984). Das Hauptprodukt
des pol (polymerase)-Gens stellt die reverse Transkriptase dar (Neil und Onions, 1985). Bei
dem murinen Leukosevirus (MuLV) konnten in diesem Genomabschnitt zusétzlich
kodierende Sequenzen fir Integrationsproteine und Proteasen identifiziert werden (Levin et
al., 1984). Es wird vermutet, dass im pol-Bereich des FeLV funktionell gleichartige Enzyme
kodiert sind (Neil und Onions, 1985). Im env (envelope)-Gen befinden sich die kodierenden
Sequenzen fur das Oberflachenprotein gp70 und das Transmembranprotein p15E (Neil et al.,
1980).
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Abbildung 2.1: RNA-Genom des FeL.V (nach Singer und Berg, 1992)

R U5 U3 R

t-RNA-Bindungsstelle
(P-Region)

Synthesestartpunkt fir den
Zweiten DNA-Strang (Pu)

2.7 Virusreplikation

Der Replikationszyklus des FeL.V beginnt mit der Anhaftung des viralen Hillproteins gp70 an
subgruppenspezifische Rezeptoren der Zelloberflache. Anschlief3end fusioniert die Hille des
Virus mit der Zellmembran, wodurch das virale Core in das Zytoplasma der infizierten Zelle
gelangt (Sarma et al., 1973; Rojko et al., 1988). Die reverse Transkription des viralen RNA-
Genoms in eine doppelstrangige DNA ist charakteristisch fir die Familie der Retroviren und
stellt den nachsten Schritt der Virusreplikation dar. Normalerweise beginnt der Prozess der
reversen Transkription unmittelbar nach dem Eindringen des Virus in die Zelle (Goff, 2001).
Die Signale, die zur Transkription der virdlen RNA fihren, sind nicht vollstandig geklért.
Moglicherweise stellt die relativ hohe lokale Konzentration der Nukleinsauren im Zytoplasma
nach der Infektion der Zelle ein ausldsendes Signal fur den Beginn der reversen Transkription
dar (Goff, 2001). Die reverse Transkriptase (RT) ist in der Lage, DNA nach Vorlage von
DNA oder RNA als Template zu synthetisieren. AufRerdem baut die RT durch ihre
Endonuklease-Aktivitét (RNAse H) doppelstrangige Nukleinsdure ab (Goff, 2001). Die
reverse Transkription beginnt mit der Bindung einer viruseigenen tRNA an eine spezifische
Bindungsstelle (P-Region; s. 2.6; und Abb. 2.2) der genomischen Virus-RNA. Die RT
verlangert die tRNA gemdald der Vorlage des 5-Endes der virden RNA und entfernt
gleichzeitig die hybridisierte TemplateeRNA (RNaseH). Anschlief3end kommt es zu einem
»Sprung” (Translokation) des neu synthetisierten DNA-Abschnitts an das homologe 3'-Ende
(R-Region) der virdlen Template-RNA. Der DNA-Strang wird verlangert und grof3e Teile des
tRNA-Stranges werden entfernt. Reste der tRNA dienen als Promoter zur Synthese des
zweiten DNA-Stranges am 5 -Ende. Nach komplettem Entfernen der tRNA und verbleibender
viraler RNA kommt es zur Translokation des zuletzt synthetisierten DNA-Stranges an das 3'-
Ende der anfangs synthetisierten DNA. Anschlieflend werden beide DNA-Strénge
vervollstéandigt (Baltimore, 1970; Temin, 1971; Stryer, 1991; Goff, 2001).



2. Literaturtibersicht

Abbildung 2.2: Reverse Transkription der viralen RNA; nach Darnell et al., 1986
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Das Produkt der reversen Transkription ist eine doppelstrangige, linearisierte DNA-Kopie des
viralen Genoms, das an beiden Enden von den Sequenzen des LTR (U3-R-U5) flankiert wird.
Die virale DNA wird zum Zellkern der infizierten Zelle transportiert, wobei sich teillweise
zirkulare DNA-Molekile formieren. Diese beinhalten eine oder zwei Kopien des LTR,
konnen aber nicht in das zelluldre Genom integriert werden. Die Bedeutung und Funktion der
zirkuld&ren DNA ist unklar (Goff, 2001). Von besonderer Bedeutung fur die fataen
Auswirkungen einer Retrovirusinfektion ist die sehr hohe Fehlerrate, die bei der reversen
Transkription wiederholt zur Verénderung des viralen Genoms fuhrt (Dougherty und Temin,
1988; Leider et a., 1988).

Der Transportmechanismus der viralen DNA zum Kern ist noch weitgehend unbekannt. Fur
die Integration der DNA ist es bel dem felinen Retrovirus erforderlich, dass die infizierte
Zelle zu diesem Zeitpunkt mitotisch aktiv ist (Termin, 1971 Miller et a., 1990; Roe et
al.1993). Eine Infektion von sich nicht teilenden Zellen fuhrt zur Akkumulation von nicht
integrierter virdler DNA im Zytoplasma ohne Anzeichen einer Infektion. Mdglicherweise
wird der Transportmechanismus der viralen DNA zum Zellkern durch die mitotische Aktivitét
der infizierten Zelle ermdglicht (Varmus et al., 1977; Miller et al., 1990; Roe et al., 1993;
Lewis und Emermann, 1994). Die Integration der viralen DNA wird bei Retroviren durch ein
virales Integrations-Protein (IN) ermdglicht, das fur FeLV noch nicht klassifiziert ist. Der Ort
der Integration in das zellulare Genom scheint zuféllig gewahlt zu werden (Goff, 2001). An
der Integrationsstelle kommt es wahrend des Einbaus der viralen DNA zur Verdopplung
weniger Basenpaare des zelluldren Genoms. Als ersten Schritt der Integration erzeugt das IN-
Protein jeweils Uberhdngende 5 -Enden an beiden Seiten der viralen doppelstréngigen DNA,
in dem jeweils zwei Basen an den 3'-Enden abgebaut werden (Fujiwara und Mizuuchi, 1988).
Die beiden 3'OH-Enden greifen die Phosphodiesterbindungen der zelluldaren DNA an und
brechen diese auf. Die virale doppelstrangige DNA wird zwischen die Uberstehenden 5'-
Bruchenden des zelluldren Genoms integriert (Strangtransfer), wobel es zu einer halben
Drehung der Helix kommt. Entstehende, genau definierte, Spalten in der DNA werden durch
zelleigene Reparationssysteme aufgefillt. Das integrierte virale Genom wird zusammen mit
den flankierenden LTR-Sequenzen als Provirus bezeichnet. Es beinhaltet kodierende
Sequenzen zur Transkription und Translation viraler Proteine und zur Synthese der viralen
RNA. Der Vorgang der Reparatur bendtigt die gleiche Zeit wie die initiae
Integrationsreaktion (Roe et al, 1997).

Die Produktion von infektibsem Virus startet mit der Synthese einer viralen RNA nach

Vorlage des Provirus. Die zellulére RNA-Poymerase |1 beginnt in der U3-Region der LTR
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mit der Transkription des kompletten Virusgenoms bis in zelleigene Sequenzen. Das LTR
stellt einen hoch potenten Promoter fir die RNA-Synthese dar. Die Transkription wird durch
zahlreiche Genprodukte des LTR gesteuert, die bis heute fur das FeLV nicht vollstandig
bekannt sind (Bohnlein et al., 1989; Das et a., 1999). Daim Provirus zwei identische Kopien
des LTR vorliegen, werden prinzipiell sowohl der Positiv-, als auch der Negativ-Strang
abgelesen. Moglicherweise durch Interferenz der Promoter wird allerdings in der infizierten
Zéelle erheblich mehr Plus-Strang-RNA gebildet als RNA negativer Polaritét (Goff, 2001).
Ausschlieffdlich Plus-Strang-RNA kann als mRNA zur Translation verwendet werden.

Die virde RNA wird teillweise in gespleifter und teilweise ungespleifdter Form in das
Zytoplasma der infizierten Zelle geschleust. Ungespleildte RNA wird entweder als virales
Genom spéter in neu synthetisiertes Virus eingebaut, oder dient als mRNA fir die Tranglation
der gag- und pol-Genprodukte. Die RNA-Transkripte, die zum Aufbau der Glykoproteine des
env-Gens genutzt werden, werden als einfach gespleilite mRNA ins Zytoplasma transportiert.
Bei Retroviren werden die Introns vor dem Transfer der mRNA ins Zytoplasma entfernt
(Goff, 2001).

Die gag-Genprodukte werden als glykosylierte Vorlauferproteine synthetisiert und Gber den
Golgi-Apparat zur Innenseite der Zelloberflache transportiert. Tellweise tauchen sie als
glykosylierte Proteine auf der Zelloberflache infizierter Zellen auf (Goff, 2001). Die env-
Genprodukte werden posttranslational mittels einer zelluléren Protease in die Hullproteine
gp70 und pl5E gespalten, wobel sie bereits an der inneren Zytoplasmamembran verankert
sind (Bolognesi et a., 1978; Neil et al., 1980; Rojko et al., 1988). Als Hauptprodukt des pol-
Gens wird die reverse Transkriptase synthetisiert und zusammen mit der viralen RNA in das
neu synthetisierte Virus eingebaut (Schafer und Bolognesi, 1977b; Pinter und Kleissner,
1979). Der Zusammenbau der Virusproteine wird hauptséachlich durch das gag-Protein
gesteuert und erfolgt fast immer an der Plasmamenbran der Zelle (Henderson et al., 1983).
Bei der Knospung (budding) an der Zytoplasmamembran werden das Core und die innere
Mantelschicht von einer Lipiddoppelschicht zelluldren Ursprungs umgeben (Willis, 1991;
Craven, 1991; Stewart, 1991). Neben virusspezifischen Hullproteinen enthdlt die Virushille
auch zellulére glykosylierte und nicht glykosylierte Proteine (Lutz et al., 1980a).
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des Replikationszyklus von Retroviren
(nach Goff, 2001)

2.8 Biologische Eigenschaften der Fel V-Proteine p27, gp70 und
p15E

Gp70, das Haupthtllprotein des FelLV, ist fur die Induktion spezifischer neutralisierender
Antikorper gegen das Virus verantwortlich. Die Erkennung einer infizierten Zelle Gber die
Bindung von neutralisierenden Antikdrpern an gp70 fuhrt zur Blockade der Virusabsorption
und zu einem Komplement-vermittelten zytotoxischen Effekt auf diese Zellen (Sarma und
Lock, 1973; Schaller und Olsen, 1975; Hardy et al., 1976; Rojko et al., 1988). Dabel werden
virusneutralisierende Antikorper nur gegen Teile der antigenen Determinanten des gp70
gebildet (Hino et al., 1975, 1976; Fischinger et al., 1976). Wesentliche Sequenzunterschiede
der Subgruppen FeLV-A, -B und -C befinden sich in kodierenden Bereichen des gp70-Gens.
Die verschiedenen env-Genprodukte haben ene unterschiedliche Affinitét zu
Oberflachenrezeptoren auf Zellen, die mit FeLV infiziert werden kénnen. Die
Virusabsorption und damit die Infektiositéat wird malgeblich Uber die Bindungsfahigkeit an
die Zelloberflache von Zielzellen fur FeLV beeinflusst (Sarma und Lock, 1973; Jarrett et al.
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1973b, Rojko et al., 1988). Die starken immunsupprimierenden Eigenschaften der Fel V-
FAIDS-Variante werden neben weiteren Ursachen gednderten antigenen Eigenschaften des
gp70 zugeschrieben (Overbaugh et al., 1988a; Poss et al., 1989; Donahue et al., 1991).

P27 ist mit einem Anteil von 25-30 % der Tellchenmasse das Hauptcoreprotein des FelLV
(Lutz, 1980b). Teile des Core-Proteins p27 stellen, wie auch bel gp70, gruppenspezifische
antigene Determinanten dar, die immunogen wirken. Diese finden sich speziestibergreifend in
C-Partikeln bei verschiedenen Haussaugetieren (Geerling et al., 1970; Oroszlan et al., 1971).
Wie andere innere Strukturproteine kann p27 aufRer bei produktiver Virusvermehrung im
Zytoplasma von FelL V-infizierten Zellen in groRerer Menge nachgewiesen werden, ohne dass
diese fir den Aufbau von kompletten Viruspartikeln genutzt werden (Hardy, 1982). Bei
FeLV-infizierten Katzen ist p27 teilweise mittels ELISA as lésliches Antigen im Serum,
anderen Korperflissigkeiten und Geweben nachweisbar (Hardy et al., 1969; Lutz et al.,
1980b, 1983). Antikdrper gegen p27 werden a's nicht neutralisierend angesehen (Lutz et al.,
1983).

Das Transmembranprotein p15E unterdriickt eine Reihe von Zellfunktionen und spielt somit
eine wichtige Rolle bei der FeLV-assoziierten Immunsuppression. Entsprechende
Untersuchungen wurden hauptsachlich bei in-vitro-Experimenten gewonnen. Es ist zu
berlicksichtigen, dass sich diese Ergebnisse nicht ohne weiteres auf die Situationen in
natirlich infizierten Katzen Ubertragen lassen. Unter anderem inhibiert p15E in vitro die
Mitogenese von Katzenlymphozyten (Heberbrand et al., 1977, 1979) und die Proliferation
von erythrozytéren Vorléauferzellen (Wellman et al., 1984). Copelan und Mitarbeiter (1983)
fanden heraus, dass p15E die IL-2-Produktion und -Antwort hemmt, indem die Expression
von IL-2-Rezeptoren auf der Zelloberflache verhindert wird (Hardy, 1982; Orosz et al., 1985).
IL-2 spielt eine entscheidende Rolle in der Stimulation von T-Lymphozyten durch T-
Helferzellen. Weiterhin wurde in vitro eine Hemmung der gamma-Interferon-Produktion
durch p15E festgestellt (Orosz et a., 1985). Vermutlich blockiert p15E auch die Aktivierung
von neutrophilen Granulozyten (Lafrado et al., 1987). Die Mechanismen, mit denen p15E die
oben beschriebenen Effekte auslost, sind nicht vollstandig geklért. Es wird vermutet, dass
pl5E eine Unterbrechung normaler zelluléarer Signalketten an oder in der Néhe der
Zelloberflache verursacht. Mdglicherweise spielt die Inhibierung der Produktion von cAMP
eine entscheidende Rolle, wodurch dessen Funktion als "second messenger in der Zelle
verhindert wird (Ubersicht bei Olsen et a., 1987). Untersuchungen an Fel V-positiven
malignen Lymphomen der Katze deuten darauf hin, dass p15E die Apoptose von Tumorzellen
induzieren kann (Kohler et al., 1998, 2003).
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2.9 Vorkommen des FeLV in Organen und Geweben

Es existieren zahlreiche Arbeiten, die sich mit dem Auftreten und der Verteilung von
Viruspartikeln und FeL V-Antigen in verschiedenen Organen beschéftigen.

Die ldentifizierung des FeLV wurde durch elektronenmikroskopische Untersuchungen (EM)
an Organen von infizierten Katzen vorgenommen. Schon im Jahre 1964 gelang es Jarrett und
Mitarbeitern, nach experimenteller FeLV-Infektion Viruspartikel vom Typ C in
Tumorgewebe nachzuweisen. Es gelang, C-Partikel in Knochenmark, Thymus, Lymphknoten,
Milz, Leber, Niere, Speicheldriise, Tonsillen, Trachea, Nasenschleimhaut, Maulschleimhaut,
Darm, Pankreas, Ovarien, verschiedenen neoplastischen Geweben sowie in Speichel, Urin
und Blut zu identifizieren (Rickard et al., 1968; Dougherty et a., 1969; Herz et a.,1970;
Gardner et al., 1971; Jarrett et al., 1973b; Franciset a., 1977).

Fir den Antigennachweis des FeLV in Organen sind verschiedene Methoden in der Literatur
beschrieben. Der Nachwel's gruppenspezifischer Antigene mittels Immundiffusion (ID) wurde
von Hardy und Mitarbeitern (1969, 1971, 1973b) durchgefuhrt. Mit dieser Technik war es
madglich, FeLV-Antigen in Lymphknoten, Milz, Leber, Niere, Knochenmark, Speicheldriise,
Blut und leukotischen Tumoren nachzuweisen.

Durch indirekte Immunfluoreszenz (IF) (Rojko et a., 1978, 1979) und indirekte
Immunperoxidase (IP) (Reinacher und Theilen, 1987) konnte ebenfalls in zahlreichen
Organen FeLV-Protein detektiert werden. Mittels Southern-Blot-Hybridisierung (SB) war es
maoglich, nicht integrierte virale doppelstrangige DNA (nach reverser Transkription) in
Knochenmark, Darm, Lymphknoten und T-Zell-Lymphomen zu identifizieren (Mullins et al.,
1986; Hoover et al., 1987; Fulton et al., 1987). Der Nachwels von exogener, ins Zellgenom
integrierter proviraler FeLV-DNA ist durch die Detektion von U3-LTR-Regionen mittels
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) mdglich. Auch fir den Nachweis von anderen
Genomregionen mittels PCR sind Primersysteme schon seit Langerem etabliert (Jackson et
a., 1993; Kipar et a., 2001; Schwartz et al., 2001).

Im Folgenden wird genauer auf den Virus- und Antigen-Nachweis in Milz, Lymphknoten,
Darm, Thymus und Knochenmark von FeL V-infizierten Katzen eingegangen.

1. Virus- und Antigen-Nachweisin der Milz nach FeL V-Infektion
In der Milz FeLV-infizierter Katzen konnte nach spontaner Infektion FeLV-Antigen in
nahezu 100% der untersuchten Katzen mittels IPO (Immunperoxidase) nachgewiesen werden
(Kastner, 1992). Diese Ergebnisse stimmen mit Untersuchungen von Hardy und Mitarbeitern
(ID) (1969), Rojko und Mitarbeitern (IF) (1978, 1979) sowie Reinacher und Theilen (1PO)
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(1987a) Uberein, die die germinativen Zentren der Milzfollikel als Ziel der FeLV-Replikation
und Ort des Antigen-Nachweises beschreiben. Késtner (1992) demonstrierte in ihrer Arbeit
den Antigen-Nachweis mittels PO in mononukledren (Lymphozyten, Lymphoblasten,
Makrophagen und Plasmazellen) und erstmals auch in retikuldren Zellen (Antigen-
prasentierende Zellen) der Milzfollikel. Diese Ergebnisse wurden durch Untersuchungen an
B-Zellen ergénzt, in denen eine ansteigende Konzentration von p27-Antigen wahrend der
Reifung zu Plasmazellen festgestellt wurde. Desweiteren wurden im Stadium der frihen
Replikationphase in T-Zellen FeL V-Antigen nachgewiesen (IF) (Rojko und Olsen, 1982). In
der Arbeit von Teebken-Schuler (1993) wird der getrennte Nachweis von gp70- und p27-
Antigen in der Milz beschrieben. Dabel zeichnen sich die Follikel durch haufiges Auftreten
von p27-Antigen in mononukledren und antigenprasentierenden Zellen aus. In T-Zell-reichen
Regionen (PALS) und der roten Pulpa wurde dagegen ein vermehrter Nachweis des
Hullproteins gp70 festgestellt (1PO). Das Auftreten von antigen-positiven Zellen im Bereich
des PALS und der roten Pulpa wurde von Kastner (1992) bei FeLV-infizierten Katzen zum
Tell in Verbindung mit einer felinen Coronavirusinfektion beobachtet (1PO).
Elektronenmikroskopisch konnten in der Milz sowohl von experimentell infizierten als auch
von Katzen, die spontan mit FeLV infiziert waren, regelmaldig Viruspartikel vom Typ C
nachgewiesen werden (Jarrett et al., 1973Db).

2. Virus- und Antigen-Nachweisin Lymphknoten nach FeL V-Infektion

Entsprechend den Angaben fir die Milz konnten in den gleichen Arbeiten Virus-Antigene in
Lymphknoten mit grof3er Regelméliigkeit nachgewiesen werden. Auch in diesem Gewebe
fand sich in der Regel Antigen am haufigsten im Bereich der Follikel (Rojko et al., 1978,
1979 (IF), Hayes et al., 1989 (IF)). Im Gegensatz dazu fand Késtner (1992) bei Katzen mit
einer manifesten Leukose im Lymphknoten eine stérkere Bindung der FelLV-Antikorper
aul¥erhalb der Follikel (1PO). Teebken-Schuler (1993) beschreibt den Nachweis von p27
Antigen bevorzugt in Lymphknotenfollikeln und von gp70 in extrafollikuldren Bereichen.
Laut ihren Ausfihrungen handelt es sich bel den antigentragenden Zellen in den Follikeln um
B-Zellen und follikuldre dendritische Zellen (FDC). In Parakortex und Medulla konnten
hauptsachlich  retikul&re antigenprésentierende Zellen (APC), Lymphozyten und
Makrophagen als antigentragend identifiziert werden (1PO). In der frihen Phase einer FelL V-
Infektion stellen nach Rojko und Mitarbeitern (1978) B-Lymphozyten in den Follikeln die
Zellpopulation mit der stérksten Expression von p27-Antigen dar (1F).
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Der elektronenmikroskopische Nachweis von Viruspartikeln im Lymphknotengewebe wurde
von Rickard und Mitarbeitern (1968) gefthrt. Im Jahr 1969 fand man in lymphoidzelligen
Infiltraten von Lymphknoten bei an FeLV erkrankten Tieren knospende Viruspartikel an der
Zellmembran (Budding) (Dougherty et al., 1969). Bei experimentell FeL V-infizierten Katzen
gelang der Nachweis von nicht ins Zellgenom integrierter viraler doppelstréngiger DNA in
Lymphknotengewebe mittels Southern Blot-Hybridisierung (Hoover et a., 1987).

3. Virus- und Antigen-Nachweisim Darm nach FeLV-Infektion
Bei an FeLV erkrankten Katzen konnten bel bis zu 100% FelLV-Antigen in verschiedenen
Darmabschnitten gefunden werden (Reinacher und Theilen, 1987; Kéastner, 1992). In der
frihen Phase der FelLV-Infektion wurde eine geringere Anzahl (ca. 66%) an Katzen mit
positivem FeLV-Antigen-Nachweis im Darm beschrieben (Rojko et al., 1978). Dabei fand
sich in den Epithelien der Krypten die hochste Konzentration an viralem Antigen. Zu den
Zottenspitzen hin nahm der Antigengehalt in den Epithelien deutlich ab. Teebken-Schuler
(1993) fand bei ihren Untersuchungen eineim Vergleich zu gp70 deutlich stérkere Expression
von p27-Antigen in den Darmepithelien, gp70-positiv. waren hingegen zahlreiche
Infiltratzellen in der Schleimhaut.
Jarrett und Mitarbeiter (1973b) fanden in einer eektronenmikroskopischen Studie relativ
wenig Viruspartikel im Darm. Zu berticksichtigen ist allerdings, dassin dieser Studie nur eine
geringe Anzahl an Tieren untersucht wurde.
Bei experimentell FeLV-infizierten Katzen gelang der Nachweis von nicht ins Zellgenom
integriertem viraler doppelstrangiger DNA im Darm mittels Southern Blot-Hybridisierung
(Hoover et a., 1987).

4. Virus- und Antigen-Nachweisim Thymus bei FeL V-infizierten Katzen
Uber den Nachweis von Fel.V-Antigen im Thymus existieren nur wenige Untersuchungen.
Rojko und Olsen (1984) konnten nach experimenteller Infektion in neoplastischen
Lymphozyten der Thymusrinde mittels Immunfluoreszenz FelL V-Antigen nachweisen.
Viruspartikel fanden sich nach elektronenmikroskopischen Untersuchungen bei Katzen mit
spontaner Leukose an der Zytoplasmamembran von Lymphozyten im Thymusmark (Rickard
et a., 1968).
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5. Virus- und Antigen-Nachweis im Knochenmark nach Fel V-Infektion
Sowohl nach spontaner (Reinacher und Theilen, 1987), as auch nach experimenteller (Rojko
et a., 1978) FeLV-Infektion war Virusantigen immunhistologisch bei nahezu 100% der
untersuchten Katzen im Knochenmark nachweisbar.
Diese Ergebnisse decken sich mit denen von elektronenmikroskopischen Untersuchungen
(Jarrett et al., 1973b).
Nach differenzierten Untersuchungen der Zellen im Knochenmark war nach spontaner Fel V-
Infektion mittels IF Antigen in Megakaryozyten, erythropoetischen Vorlauferzellen und
leukotischen Infiltraten nachweisbar (Hardy et al., 1973a). Rojko und Olsen (1984) stellten in
ithren Untersuchungen (IF) einen hohen Gehalt an p27-Antigen in Megakaryozyten fest. Im
Verlauf der Zellreifung fand sich in Zellen der myelomonozytéren Reihe ein Anstieg des p27-
Antigen-Gehaltes, in erythrozytéren Zellen nahm der Gehalt an p27-Antigen mit
zunehmender Reifung ab. Teebken-Schuler (1993) dokumentierte in Megakaryozyten einen
hoheren Gehalt an gp70- als an p27-Antigen (1PO).
In elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnten Viruspartikel in Megakaryozyten
sowohl wéhrend der Virusfreisetzung (Budding) als auch in zytoplasmatischen Vesikeln
identifiziert werden (Rickard et a., 1968; Hoover et al., 1974).
Bei experimentell FeLV-infizierten Katzen gelang der Nachweis von nicht ins Zellgenom
integrierter viraler doppelstrangiger DNA im Knochenmark mittels Southern Blot-
Hybridisierung (Mullins et a., 1986; Hoover et al., 1987).

2.9 Pathogenese der FelL V-Infektion

FeLV wird mit allen Korperfliissigkeiten ausgeschieden. Speichel kann bis zu zwei Millionen
infektiose Viruspartikel/ml enthalten und ist daher von besonderer Bedeutung fur die
Virusausscheidung (Hardy er al., 1969, 1973; Gardner et a., 1971). Meist findet die
Ubertragung durch direkten Kontakt statt, allerdings ist eine Ubertragung trotz der hohen
Empfindlichkeit des FeLV gegen Austrocknung zum Beispiel auch durch gemeinsam
benutzte Futter- oder Trinkgefél3e moglich (Hoover et a., 1977; Francis et a., 1979). Urin
und Blut kommen als weitere Infektionsquellen in Frage (Hardy et al., 1977b).

Bei naturlichen Infektionen sind Mukosa und lymphatisches Gewebe des oronasalen Pharynx
die Haupteintrittspforten (Hoover et a., 1972; Jarrett et a., 1973b; Rojko et al., 1979).

Das Virus vermehrt sich nach oronasaler Infektion zundchst in den Tonsillen und den

pharyngealen Lymphknoten (1.-7. Tag post infectionem (p.i.)). Von hier aus kommt es zu
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einer frihen zellassoziierten Viramie, die an Lymphozyten und Monozyten gebunden ist (2.-
14. Tag p.i.). Hierbel werden auch die Follikelzentren der tbrigen lymphatischen Gewebe
(Milz, Lymphknoten, Peyersche Platten) infiziert (3.-14. Tag p.i.). Einige Tage spéter setzt
die Virusvermehrung in den Stammzellen des Knochenmarks und im Kryptepithel des
Darmes ein (7.-21. Tag p.i.). Nach Infektion des Knochenmarks kommt es zu einer raschen
und massiven Virusvermehrung. Die sich anschlief3ende zweite Viramie (14. - 28. Tag p.i.),
die sowohl in zirkulierenden Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten als auch zellfrei
verlauft, schafft die Voraussetzung fir die Infektion zahlreicher epithelialer Gewebe (zum
Beispiel Rachen, Schlund, Magen, Blase, Speicheldriisen), die zwischen dem 28. und 56. Tag
p.i. erfolgt. Ab diesem Zeitpunkt konnen infizierte Katzen massiv Virus ausscheiden (Rojko
et a., 1979).

2.10 Infektionsformen

Nur ein geringer Anteil FeLV-infizierter Katzen durchl&uft alle Stadien der Infektion (s. 2.9)
und erkrankt an Fel V-assoziierten Krankheiten mit in der Regel t6dlichem Ausgang.

Bei diesen Tieren liegt eine persistierende Infektion vor, bei der Virusantigen permanent im
Blut nachgewiesen werden kann (Hardy et al., 1973a; Jarrett et al., 1973c; Hardy et al., 1976;
Hoover et al., 1977a; Reinacher und Theilen, 1987).

Die meisten infizierten Tiere beenden die Infektion durch Bildung neutralisierender
Antikorper vor oder wahrend einer Viramie (Essex et al., 1971a; Hardy et al., 1973b; Jarrett et
a., 1973c). Diese Tiere erkranken in der Regel nicht, kbnnen aber in der virdmischen Phase
temporér Ausscheider von FeLV sein (Jarrett et al., 1984).

Die Virusatenz stellt eine weitere mogliche Folge einer FeL V-Infektion dar. Dabel kommt es
zur Integration von DNA in Form eines Provirus in das Genom der infizierten Zellen. Im
Gegensatz zur persistierenden Infektion kommt es bel der Ausbildung von latenten
Infektionen nicht bzw. nicht mehr zur produktiven Virusvermehrung und damit nicht zur
persistierenden Viramie (Rojko et al., 1982). Eine Ausbreitung der Infektion wird
wahrscheinlich durch die Bildung neutralisierender Antikdrper verhindert (Haley et al., 1985;
Pacitti et al., 1986). Bel 30-60% latent infizierter Katzen konnten Pedersen und Mitarbeiter
(1984) im Knochenmark Provirus nachweisen.

Es ist moglich, dass eine latente Infektion, meist durch Immunsuppression, reaktiviert wird,
wodurch es zur persistierenden Viramie kommen kann (Rojko et a., 1982; Pedersen et al.,
1984).
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Bei experimentell infizierten Katzen sind Félle beschrieben, bel denen nur in einzelnen
Organen, nicht aber im Knochenmark, FeLV nachgewiesen werden konnte. Dem zu Folge
handelt es sich bei diesen Tieren um eine lokale FeLV-Infektion (Lutz et a., 1980a; Hayes et
al., 1989).

2.11 Immunreaktion und Immunsuppression nach FelL V-Infektion

Die Imunreaktion der Katze nach FeLV-Infektion besteht im Wesentlichen aus der Bildung
neutralisierender Antikdrper gegen antigene Determinanten des gp70 (Sarma und Lock, 1973;
Fischinger et al., 1976; Russell und Jarrett., 1978b; Rojko et al., 1988). Neben gp70 wirken
aber auch andere Hauptstrukturproteine (p27, p15E, p12, p10) des FeLV immunogen (Lutz et
al., 1980a). Lutz und Mitarbeiter (1980a) konnten in ihren Untersuchungen eine positive
Korrelation zwischen dem Auftreten virusneutralisierender Antikorper im Blut und der
schnellen Beendigung einer Virdmie feststellen. Hohe Titer neutralisierender Antikorper
schitzen die Katze vor einer systemischen Infektion. Ebenso sind Jungtiere durch die
Aufnahme von maternalen Antikdrpern mit der Kolostralmilch resistent gegeniiber einer
FeLV-Infektion (Jarrett et al., 1977; Pacitti et al., 1986). Persistent FeL V-infizierte Katzen
besitzen hingegen niedrige Antikorperspiegel (Grant et a., 1980a; Lutz et al., 1980a).

Auf der Oberflaiche von FelLV-infizierten transformierten Katzenlymphosarkomzellen
konnten in zahlreichen Untersuchungen mittels bestimmter Antikorper (Anti-FOCMA) in
Gegenwart von Komplement eine Zellyse von Tumorzellen induziert werden (Mathes et al.,
1976; Grant et a., 1977, 1978, 1979, 1980a). FOCMA (feline oncornavirus-associated cell
membrane antigen) wurde friher als nicht virales, tumorspezifisches Membranantigen
angesehen, das in Fel V-assoziierten Tumoren exprimiert wird (Essex et a., 1975a; Schaller
et a., 1975; Charman et a., 1976; Stephenson et al., 1977a; Hardy et al., 1977b; Sherr et al.,
1978; Snyder et a., 1978). In spdteren Untersuchungen fand man mittels monoklonaler
Antikorper heraus, dass FOCMA und FelLV-gp70 &hnliche antigene Determinanten
aufweisen, wodurch die virale Herkunft des Membranantigens als wahrscheinlich angesehen
wurde (Vedbrat et al., 1980; Snyder et al., 1983; Vedbrat et al., 1983). Ursprung und
Spezifitét von FOCMA sind bis heute nicht vollstéandig geklart. Méglicher Weise sind auch
endogene FeLV-Sequenzen an dem Aufbau des Memgranantigens beteiligt (Grand und
Michalek, 1981; Snyder et a., 1983). In zahlreichen Untersuchungen konnte eine Korrelation
zwischen dem Fehlen von Anti-FOCMA-Antikorpern bei FeL V-infizierten Katzen und dem

vermehrten Auftreten von Fel.V-assoziierten Tumoren bel diesen Katzen festgestellt werden.
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(Essex et d., 1971b, 1973; Jarrett et al., 1973a, 1973c; Essex et a., 1975b; Hardy et al., 1976;
Hoover et d., 1976).

Die zeluld&re Immunantwort der Katze auf eine FelLV-Infektion scheint eine eher
untergeordnete Rolle zu spielen. Die Tatsache, dass bei einigen experimentell infizierten
Katzen eine Eliminierung des Virus ohne nennenswerten Anstieg des Antikorpertiters zu
beobachten war, deutet adlerdings auf effektive zelluldre und/oder unspezifische
immunol ogische Reaktionen hin (Russell und Jarrett, 1978b; Lutz et al., 1980a; Gardner et .,
1980).

Individuell unterschiedlich kommt es durch eine FeL. V-Infektion zur Immunsuppression und
zu einer erhdhten Empfanglichkeit gegentiber anderen pathogenen Erregern (Hardy, 1982;
Olsen et al., 1987). Dies spiegelt sich in zahlreichen viralen, bakteriellen und parasitéaren
Sekundérinfektionen (FelLV-assoziierte Krankheiten) wieder, die meist zum Tod des
betroffenen Tieres fihren (Cotter et al., 1975). Wesentliche Ursachen fur die Insuffizienz des
Immunsystemes durften die FeL.V-bedingten Zytolyse und Degeneration von Vorlauferzellen
im Knochenmark darstellen (Hardy et al., 1982). Ausgeldst dadurch kommt es zur transienten
Neutropenie, Lymphopenie und Thrombozytopenie sowie zur Zytopenie verschiedener
Zéelllinien bei der Immunantwort (Cockerell et al., 1976a; Pedersen et a., 1976; Rojko et al.,
1979). In verschiedenen Verdffentlichungen wurde eine Fel V-assoziierte Andmie mit einer
Knochenmarksdepression in Verbindung gebracht (Jarrett et a., 1984; Hoover und Mullins,
1991). Bei Jungtieren konnte eine Immunsuppression durch T-Zell-Depletion im Thymus
festgestellt werden (Anderson et a., 1971). Auch bei adulten Tieren spielt die Beeinflussung
der T-Zell-Funktion eine entscheidende Rolle fir die Ausbildung der Immunsuppression.
Besonders in Lymphknoten, aber auch in der Milz, konnte eine Depletion der T-Zellen in
kortikalen und parakortikalen Bereichen bei FeLV-Infektion festgestellt werden (Hoover et
a., 1973; Hardy et a., 1982). Durch in vitro-Experimente fand man eine verminderte
Reaktivitét von T-Lymphozyten auf mitogenstimulierende Effekte in Verbindung mit einer
FeLV-Infektion (Cockerell et al., 1976a, 1976b; Heberbrand et al., 1977). Urséchlich dafir
kommt eine gestorte Sekretion von Interleukin 2 und damit eine ineffektive Stimulation von
T-Zellen in Betracht (Copelan et al., 1983; Engelmann et a., 1984). Experimentelle
Infektionen mit einer FeLV-FAIDS-Variante fuhrten zur deutlichen Abnahme von CD4+ T-
Lymphozyten im Blut (Quackenbusch et al., 1990).

Neben T-Zellen werden auch durch die Schadigung anderer Zelllinien immunsupprimierende
Effekte vermittelt. Sowohl wéahrend einer transienten FelLV-Infektion als auch bei

viramischen Katzen konnte mittels Chemolumineszenz-Messung eine gestdrte Funktionen
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von neutrophilen Granulozyten bei der unspezifischen Immunabwehr gezeigt werden. Diese
beruht unter Anderem auf einer verminderten Bildung von reaktiven Sauerstoffverbindungen
(oxidative metabolic burst), die insbesondere bel der Bekampfung von bakteriellen
Infektionen durch neutrophile Granulozyten gebildet werden (Lafrado et al., 1986, 1989;
Dezzutti et al., 1989). Die Pathomechanismen, durch die eine FeLV-Infektion zur Hemmung
des oxidative metabolic burst fuhrt, sind bis heute nicht restlos gekléart. Es wird vermutet, dass
es durch eine FeLV-Infektion zur Stérung der Signaltransduktion an der Zelloberfldche von
neutrophilen Granulozyten kommt (Lewis et a., 1986). Als weitere Fel V-assoziierte
immunsupressive Faktoren gelten |6sliche Serumfaktoren, die als , specific blocking faktor*
(SBF) bezeichnet werden (Olsen et al., 1987). Zu diesen zdhlen auch zirkulierende
Immunkomplexe, die immunogene Wirkungen aufweisen konnen (Jones et a., 1980; Snyder
et a., 1982).

2.12 Funktion dendritischer Zellen im lymphatischen Gewebe

Follikulére dendritische Zellen (FDZ) befinden sich physiologischer Weise sowohl in den
Follikelzentren a's auch im Randbereich der Follikel von Milz und Lymphknoten (Stein et al.,
1991), wo sie as antigenprésentierende Zellen (APC) bei der Selektion von B-Zell-Blasten
(Zentroblasten) mitwirken (siehe unten). Im Gegensatz zu lymphoiden dendritischen Zellen
(LDZ), die von Vorlauferzellen des Knochenmarks abstammen und die dem mononukledren
Phagozytensystem zugeordnet werden, ist die Herkunft der FDC bisher nicht vollstéandig
geklart. Aulerdem exprimieren FDC im Gegensatz zu LDC keine MHC (magor
histocompatibility complex molecules)-Molekile (Lydyard und Grossi, 1995a) und im
Gegensatz zu T-Helferzellen kein CD4"-Antigen (Schriever et al., 1989; Sellheyer et al.,
1989).

LDC kommen as unreife dendritische Zellen in den Epithelien der Haut (Langerhans-Zellen),
iIm Gastrointestinaltrakt und im Respirationstrakt vor. lhre Hauptaufgabe besteht in der
Aufnahme von Proteinantigen und dessen Transport in die regionaren Lymphknoten.
Wahrend ihrer Wanderung reifen die Zellen, indem sie vermehrt MHC-Antigene exprimieren.
Damit Antigene Ty-Zellen effizient prasentiert werden, missen MHC-Molekile exprimiert
sein (Abbas et a., 2000a). LDZ nehmen das Antigen nicht wie andere antigenprasentierende
Zellen durch Phagozytose auf. Es wird vermutet, dass sie das Antigen entweder direkt auf der
Zelloberflache aufbereiten oder nach Pinocytose in Assoziation mit MHC [l prasentieren
(Owen und Steword, 1995a, 1995b). Ausgereifte LDC befinden sich in den T-Zell-
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abhangigen Bereichen des lymphatischen Gewebes, in denen sie as interdigitierende Zellen
(IDZ) bezeichnet werden (Lydyard und Grossi, 1995).

Um die Funktion der FDZ besser verstehen zu konnen, wird im Folgenden kurz auf die
zelluléren Vorgénge bei der Follikel stimulation eingegangen.

Die Stimulierung der humoralen Immunantwort beginnt mit der Bindung eines Antigens an
B-Lymphozyten in lymphatischen Geweben. Mit Hilfe von antigenspezifischen
Immunglobulinrezeptoren (IgM, 1gD) sind sie in der Lage, Antigen zu erkennen und nach
Phagozytose und Opsonierung bel Anwesenheit von MHC-Molekilen Ty-Zellen zu
prasentieren. FUr die Interaktion mit Ty-Zellen wandern die aktivierten B-Lymphozyten in
den Randbereich der Follikel (Sekundarfollikel), wo sie von Antigen-spezifischen Ty-Zellen
erkannt und zur Proliferation angeregt werden (Abbas et al., 2000b). In den Keimzentren der
Follikel setzt im Folgenden eine starke klonale Vermehrung der selektierten B-Zellen ein, die
in diesem Stadium as Zentroblasten bezeichnet werden (Rajewsky, 1996). Wahrend der
Proliferation im Keimzentrum kommt es zu einer sehr hohen Zahl an Punktmutationen im
Bereich der V (variabel)-Gene (somatische Hypermutation) der leichten und schweren Ketten
der Immunglobuline. Die Mutationsrate liegt dabei um das 10>-10* fache héher as bei
anderen zelluldren Genen, wodurch Abweichungen von der urspringlichen [gG-
Nukleotidsequenz von bis zu 5% entstehen (Abbas et a., 2000b). Follikuldre dendritische
Zellen sind in dieser Phase der humoralen Immunantwort dafir verantwortlich, aus den
zahlreichen B-Zell-Klonen die mit der optimalen Bindung (IgG) an das Antigen zu selektieren
(Rajewsky, 1996). FDZ exprimieren auf ihren stachelférmigen Zytoplasmafortsdtzen
Rezeptoren fur das Fc-Ende (Fc-Rezeptor) von Antikorpern und fir die Produkte C3b und
C3d (CR1/CR2-Rezeptor) der Komplementaktivierung. Uber diese Rezeptoren sind die FDZ
in der Lage, Antigen in Verbindung mit Antikérpern oder mit Komplementmolekilen zu
binden (, Antigen Trapping"*) und zu prasentieren (Schriever et al., 1989; Lydyard und Gross,
1995¢c). Kommt es zur Bindung zwischen den Rezeptoren der FDZ und einem
komplementéren B-Zell-Klon, so werden in dieser B-Zelle antiapoptotische Proteine
induziert, die die Zelle vor dem programmierten Zelltod bewahren. B-Zellen mit erfolgloser
zufdlliger Mutation in Bezug auf die Erkennung des Antigens werden dagegen eleminiert
(Lydyard und Grossi, 1995c; Abbas et a., 2000b). Das Ergebnis dieses Selektionsprozesses
ist eine Population von B-Zellen, die Antikorper mit einer signifikant hoheren Affinitét zu
dem Antigen produzieren, als derselbe B-Zell-Klon, der urspriinglich as Immunantwort

entstanden ist.
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Abbildung 2.4: Selektion von mutierten B-Lymphozyten (V-Gen) durch FDZ im
Keimzentrum von Lymphfollikeln (nach Abbas et al., 2000b)

durch FDZ
présentiertes AG
Antigen
mit geb.
AG-AK-Komplex C3b/C3
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Fc-Rezeptor CRY/
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Selektierter B- Apoptose des B-
Zé€ll-Blast Lymphozyten
AG-AK: Antigen-Antikorper
Fc: Teil des Antikorpers, der kein Antigen binden kann
C3b/C3d: Produkte der Komplementaktivierung
CR1/CR2: Komplementrezeptor auf FDZ
FDZ: follikulére dendritische Zelle

2.13 Nachweiseiner FeLV-Infektion

Zum Nachweis einer FeLV-Infektion sind verschiedene Methoden in der Literatur
beschrieben, bei denen man zwischen dem Nachweis von Antikérpern gegen FeLV und dem
eigentlichen Erregernachweis differenzieren muf3. Der Nachweis von Antikorpern gegen
FeLV lait lediglich die Aussage zu, dass der Organismus sich zu einem unbestimmten
Zeitpunkt durch die Bildung spezifischer Antikérper mit ener FelLV-Infektion
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auselnandergesetzt hat. Aussagen Uber den Verlauf der Infektion (s. 2.11) und den aktuellen
Infektionsstatus lassen sich somit allerdings nicht ableiten. Durch den Erregernachweis |aft
sich auf eine aktuelle produktive Virusvermehrung schlief3en. Dabel ist zu berticksichtigen,
dass die Interpretation der unten erwédhnten Methoden auf Grund unterschiedlicher
Nachweisgrenzen differenziert vorgenommen werden mul3. Tabelle 2.3 enthdlt eine
Aufstellung der verschiedenen Methoden zum Nachweis von FelL V-Antikdrpern sowie einer
aktuell bestehenden FeL V-Infektion.

Tabelle 2.3 Nachweisvon FeL V-Antikorpern und viralem Antigen

Antikor pernachweis Erregernachwels
Methode Erstautor Methode Erstautor
Immundiffusion |Hardy etal., 1970 |Elektronen- Jarrett et al., 1964a

mikroskopie
Immunfluores- Essex et al., 1971b |Immundiffusion |Hardy et al., 1969
zenz
Komplement- Olsen und Y ohn, Hamaggl uti- Fink et al., 1971
bindungsreaktion | 1972 nationstest
Chrom-51- Grant et a., 1977 Hamaggl uti- Fink et al., 1971
rel ease-assay nationshemmtest
ELISA Lutzeta., 1979 Komplement- Sarma, 1971b
bindungsreaktion
Radioimmun- Lutzetal., 1983b Gewebekultur Franciset al., 1977
assay
Indirekte Hardy et al., 1973b
Immunfluoreszenz
Indirekte Rojko et al., 1978
| mmunperoxidase
ELISA (p27) Lutz et al.,1983a
,one-step“-ELISA | Lutz und Jarrett,
1987
Fluoreszenz- Kushner et al., 1988
ELISA
PCR Jackson et a., 1996

2.14 In situ-Hybridisierung

Mit der in situ-Hybridisierung (ISH) ist es moglich, DNA- oder RNA-Sequenzen in Geweben
und Zellen mit Hilfe von markierten einzelstrangigen Nukleinsduren nachzuweisen. Im
Gegensatz zur Northern- oder Southern-Blot-Hybridisierung ist dies bei der ISH am fixierten
Gewebe (in situ) mdglich. Das Prinzip beruht auf der spezifischen Bindung der markierten
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einzelstrangigen Nukleinsdure (der sogenannten ,Sonde®) mit  komplementéren
einzelstrangigen Sequenzen in den Zellen und Geweben (Wilkinson, 1992).

Analog zu immunhistologischen Methoden kann der Nachweis der Hybridisierung bei nicht
radioaktiv markierten Sonden mittels spezifischer Antikérper vorgenommen werden (Hofler,
1990; Denijn et al., 1992). Bei nicht radioaktiv markierten Sonden ist die Detektion durch
Biotin oder Digoxigenin (DIG) die gangigste Methode. Biotin (Vitamin H) wird meist in
Form von Biotin-11-dUTP in Nukleinsduren eingebaut. Auch andere biotinylierte Nucleotide
wie Biotin-16-dUTP, Biotin-14-dATP und Biotin-11-dCTP sind kommerziell erhdtlich
(Brigati et al., 1983; Leitch et a., 1994).

Digoxigenin ist ein pflanzliches Steroid aus Digitalis Purpura und Digitalis lanata. Es wird in
Form von Digoxigenin-11-dUTP bzw. Digoxigenin-11-dUTP in DNA oder RNA eingebaut
(Martinetz-Montero et a., 1991; Fleming et al., 1992).

Zum Nachweis von Biotin-markierten Sonden kommen in Anlehnung an immunhistologische
Verfahren entweder die Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC)- oder die Peroxidase-anti-
Peroxidase (PAP)-Methode zum Einsatz. DIG-markierte Sonden werden i.a. mit Hilfe eines
anti-Digoxigenin-Antikorpers nachgewiesen, der mit dem Enzym alkalische Phosphatase
gekoppelt ist. Als Substrat fur die akalische Phosphatase werden meist Nitroblau-
Tetrazoliumchlorid (NBT) und 5Brom-4Chlor-3indolyl-Phosphat (BCIP; X-Phosphat)
verwendet, die in einer Redoxreaktion zu einem dunkelblauen unloslichen Farbstoff
umgesetzt werden (Fleming et al., 1992).

Beim Einsatz von nicht radioaktiv markierten Sonden ist eine Doppelmarkierung zur
gleichzeitigen Detektion von Nukleinsduren (in situ-Hybridisierung) und Proteinen
(Immunhistologie) im fixierten Gewebe besonders gut moglich (Brahic et a., 1984,
Woodroofe et a., 1994).

Ein haufiges Einsatzgebiet der ISH ist der Nachweis der Genexpression, insbesondere von
Viren, durch ldentifizierung der mRNA (Polak und McGee, 1990). Durch die Verwendung
von RNA-Sonden unterschiedlicher Polaritét ist es mdglich, bestimmte mMRNA-Sequenzen
(positive Polaritét) in der Zelle zu identifizieren. Die Sonden mit der identischen Polaritét zur
MRNA binden im Gewebe nicht und kdnnen somit als Negativkontrollen verwendet werden
(Wilkinson, 1990; Zurbriggen, 1993a).

Die Senditivitdt der ISH ist von verschiedenen Faktoren abhangig und besitzt eine grof3e
Schwankungsbreite. Die Art der Sonde (Oglesbee et a., 1986; Giaid et a., 1989), die
Markierungsweise, das Detektionssystem (Brahic und Haase, 1978; Wilkinson, 1990), die

Fixierung des Gewebes oder der Einzelzellen sowie die Vorbehandlung und der
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Frischezustand des verwendeten Materials (Ermine et al. 1988; Arai et al., 1989; Fleming et
a., 1992) haben entscheidende Auswirkung auf die Sensitivitdt der ISH. Es existieren
zahlreiche Arbeiten Uber die Nachweisgrenzen und die Optimierung der ISH. In Versuchen
mit Biotin-markierten DNA-Sonden (200-400 Basen) konnten ca. 10-30 Kopien des humanen
Papillomavirus (HPV) in Praparaten von Zervixschleimhaut nachgewiesen werden. Bei
Untersuchungen an Zellkulturen unter vergleichbaren Bedingungen lag die untere
Nachweisgrenze von viralem Genom bel ca. 800 Kopien pro Zelle. Diese Differenzen wurden
auf andere Permeabilitdt und Diffusionsbedingungen in Kulturzellen im Vergleich zu
Gewebepraparaten zurtickgefuhrt (Burns et al., 1987). Infektionsversuche mit Picornaviren
bei Mausen zeigten unter Verwendung einer radioaktiv markierten Sonde (verschiedene
Isotope) nach ISH eine untere Detektionsgrenze von wenigstens 10 RNA-Kopien pro Zelle.
Bel einer Doppelmarkierung, bei der parallel zu dem Virusgenom virale Proteine
(Immunhistologie) nachgewiesen wurden, erhohte sich die untere Nachweisgrenze fir
Picornavirus-Genom auf 20 Kopien pro Zelle (Brahic et a., 1984). Von ISH an
Chromosomenpraparaten ist bekannt, dass bei Verwendung von nicht radioaktiv markierten
Sonden einzelne DNA-Strénge von Genen nachgewiesen werden konnen. Dabei ist zu
berticksichtigen, dass die Lange dieser Sonden im zweistelligen Kilobasenbereich anzusiedeln
ist (Nichols et al., 1987). Fleming und Mitarbeitern (1992) gelang es, unter optimierten
Bedingungen 2-20 DNA-Transkripte des human o-1-antitrypsin Gens in Leber, Milz und
Niere von transgenen Mausen nachzuweisen. Dabei wurden DIG-gelabelte Sonden
verwendet, die Uber ein ,Alkalische-Phosphatase-System® (Anti-DIG-AK; NDT/BCIP)
sichtbar gemacht wurden. Bei Untersuchungen an HIV-infizierten Geweben war es nicht
maoglich, mittels ISH unter Verwendung radioaktiv markierter DNA-Sonden ins Zellgenom
integriertes Retrovirus nachzuweisen. Die Lange der Zielsequenzen wurde in den
entsprechenden Arbeiten auf 10-20 Kilobasen geschétzt (Hofler, 1987; Polak und McGee,
1990; Zietz et a., 1991). Die Abschatzung der Zahl bindender Sonden im Gewebe beruht bei
diesen Untersuchungen auf der Auszahlung einzelner punktformiger Prézipitate, die jeweils
as einzelne bindende Sonden interpretiert wurden (Brahic et a., 1984; Burns et al. 1987,
Nichols et al., 1987; Fleming et al., 1992).
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3 Eigene Unter suchungen

3.1 Materia und Methoden

3.1.1 Zdlkulturen

3111 FelLV-infizierte Zellen

Als Ausgangsmaterial fur die Herstellung von Digoxigenin markierten RNA-Sonden
(Ribosonden) standen Zellkulturen von FL74-UCD-1 (FL74), sowie feline Embryo-Zellen
(FE-Z€llen), infiziert mit dem Felinen Leuké&mie Virus (FeLV) der Subtypen FeLV-A, -B, -C
zur Verfigung (Schwartz, 2001). Diese Zellen wurden aul3erdem als Positivkontrolle fur die
in situ-Hybridisierung (1SH) und Immunhistologie (IH) verwendet (s. unten).

Bei den FL74-Zellen handelt es sich um eine Suspensionskultur feliner Lymphoblasten, die
mit dem FeL. V-Stamm KT-FeLV-UCD-1 persistent infiziert ist (Theilen et al., 1969).

Bel den FE-Zellen handelt es sich um eine embryonale Zelllinie (freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Herrn Dr. Werner Herbst, Institut fur Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere der Justus-Liebig-Universitét Gief3en), die im Rahmen der
Dissertation von Dirk Schwartz (Institut fur Veterindr-Pathologie der Justus-Liebig-
Universitét Gief3en) als verschiedene permanent FeLV-infizierte Zelllinien etabliert wurden.
Dafir wurden FE-Zellen jeweils mit FeLV-A (Glasgow-1 (Donahue et a., 1988)), FeLV-B
(Gardner-Arnstein (Wunsch et al., 1983)) oder FeLV-C (C-Sarma (Riedel et al., 1986))
(freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Prof. O. Jarrett, Department of Veterinary
Pathology, University of Glasgow, UK) infiziert und weiter kultiviert.

Mit Hilfe der Zellpellets aus FL74-Zellen und FE+FeLV-A-, -B- und -C-Infektion wurden die
Konzentrationen der Nachweis-Sonden gp70-A, gp70-B, gp70-C, gp70-ges., p27, p15E und
U3 (s. Tabelle 3.1.10) in der in situ-Hybridisierung so eingestellt, dass ein optimale Intensitét
des zellassoziierten |SH-Signals ohne unspezifisches Hintergrundsignal erreicht wurde. Fur
gp70-A, gp70-B, gp70-C und gp70-ges. wurden identische Sondenkonzentrationen in den
Hybridisierungsmix eingesetzt, um vergleichbare Ergebnisse zu erhaten. Insbesondere die
verschiedenen Sonden fur gp70 wurden getrennt an den Pellets von FE+FeLV-A-, -B-, -C-
Z€ellen in jeweils dem gleichen Reaktionsansatz getestet.

Als Negativkontrollen wurden jeweils Folgeschnitte der Zellpellets mit den entsprechenden
Kontroll-Sonden (s. Tabelle 3.1.10) sowie ein Schnitt ohne Sondenzusatz zum

Hybridisierungsmix inkubiert.
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Die Immunhistologie wurde geméa den Angaben unter 3.1.4 mit einem Gemisch aus
Antikdrpern gegen die Proteine gp70 und p27 an Pellets von FE+Fel.V-A, -B, und -C sowie
Pellets von FL74-Zellen vorgenommen, um den Nachweis von Virus-Proteinen an den
Kulturzellen zu Uberpriifen. Die FL74-Zellen wurden zusétzlich als Positivkontrolle fur den

Antigennachweis bei der | SH/IH-Doppel markierung verwendet (s. 3.1.5).

3.1.1.2 Kultivierung von FeLV infizierten FL74- und FE-Zellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 75 cm2-Kulturflaschen (IWAKI, Dunn Labortechnik
GmbH; Asbach). Als Nahrmedium fur die Proliferationsphase wurde RPMI-Medium (RPMI
1640:90%, PAA-Laboratories GmbH, Colbe), dem 9% fetdes Kéberserum (FKS; PAA
Laboratories) und 1% Penicillin/Streptomycin (P/S; PAA-Laboratories) zugesetzt wurden,
verwendet. Als Kulturmedium fir die Spilung von Monolayern (Spilmedium) diente RPMI
1640:99% mit 1% P/S ( FKS-freies Medium).

Die Inkubation der Kulturen wurde im Brutschrank (, Function Line*, Heraeus-Instruments
GmbH, Habenau) bei 37°C in einem L uft/CO,-(95% / 5%)-Gemisch vorgenommen.

Kultivierung von Suspensionskulturen (FL74)

Die FL74-Zellsuspension wurde nach jeweils drei Tagen Inkubation im Brutschrank in
Zentrifugenglaser Uberfihrt. Nach Zentrifugation fur 5 min bei 350 x g wurde der zellfreie
Uberstand abgesaugt. Die Zellpellets wurden in 2 ml Nahrmedium resuspendiert. Durch
Aliquotieren und Uberfiihren in weitere Kulturflaschen mit frischem Nahrmedium (8 ml)
wurden mehrere Suspensionskulturen hergestellt. Aus diesen Kulturen wurden nach
wiederum drel Tagen Zellpellets hergestellt (s. 3.1.1.3, 3.1.1.4), die zur Etablierung der ISH

und als Positivkontrolle fir die ISH und die IH verwendet wurden.

Kultivierung von adhérenten Kulturen (FE+FeLV-A, -B und -C,)

Die adhédrent wachsenden Zellen wurden zweimal im Abstand von drel Tagen nach Absaugen
des zellfreien Uberstandes und nach zweimaligem Waschen mit 2 ml FKS-freiem Medium
mit 10-15 ml frischem N&hrmedium tberschichtet.

Nach Bildung eines geschlossenen Zellrasens auf dem Flaschenboden wurden die Zellen

passagiert, aliquotiert und auf weitere Kulturflaschen verteilt.
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Zur Ablésung der Zellen wurde zunachst das verbrauchte Nahrmedium aus den
Kulturflaschen entfernt und diese zweimal mit 2 ml FKS-freiem Medium gespilt. Nach
Zugabe von 5 ml Na-EDTA Trypsin (ICN Biomedicals Inc., Aurora, USA) wurden die
Kulturflaschen im Brutschrank (37°C, Luft/CO2-(95% / 5%)-Gemisch) fur 5-10 min bis zur
vollstéandigen Ablésung der Zellen inkubiert.

Die Zelsuspension wurde zur weiteren Kultivierung in frischem Nahrmedium oder zur
Herstellung von Zellpellets verwendet (s. 3.1.1.3, 3.1.1.4).

3.1.1.3 Hestellung von Zelpellets

Die Herstellung von Zellpellets erfolgte mit FeLV-infizierten FL74- und FE-Zellen (s.
3.1.11).

Die Zdlsuspensionen aus den Kulturflaschen wurden in 14 ml Glaszentrifugenrohrchen
Uberfihrt und die Flaschen mit 2 ml FKS-freiem Medium gespllt.

Nach Zentrifugation fiir 5 min bei 350 x g wurde der zellfreie Uberstand abgesaugt. Pellets
aus FE-Zellen wurden in 1 ml Spulmedium resuspendiert und direkt in 1,5 ml
Mikrozentrifugengeféiie Uberfiihrt. Das FL74-Z€llpellet wurde dagegen zuvor noch einmal in
10 ml Spulmedium resuspendiert und bel 350 x g fir 5 min zentrifugiert. Anschlief3end
erfolgte die Uberfiihrung in die Mikrozentrifugengef&e wie bei den FE Zellen.

Nach Zentrifugation fir 10 min bei 720 x g wurde bei alen Zellen erneut der Uberstand
abgesaugt und die Zellen wie oben beschrieben resuspendiert, zentrifugiert und das

Spilmedium entfernt.

3.1.1.4 Formalinfixierung und Einbettung

Die Z€lpellets wurden in 4 ml gepuffertem Formaldehyd (4% Paraformaldehyd; s. Anhang)
resuspendiert, fur 10 min bei 720 x g zentrifugiert und nach Absaugen des zellfreien
Uberstandes mit 4 ml gepuffertem Formaldehyd Uberschichtet. Die Fixierung der Zellen
erfolgte bei 4°C fur 16-18h.

Anschlief3end wurde die Formalin-L dsung vorsichtig abgesaugt und die Pellets wurden in den
Spitzen der Mikrozentrifugengefd3e in Einbettkapseln (Tissue Tek [1I® Biopsy Cassette
4172; Miles Scientific, Naperville, USA) Uberfuhrt. Die Dehydrierung und Einbettung in
Paraffin erfolgte nach Standardmethoden in einem Einbettautomaten (VIP Tissue Tek®,
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Voge GmbH&Co). Die eingebetteten Pellets wurden bis zur weiteren Bearbeitung bel 4°C
gelagert.

3.1.2 FelLV-infizierte Katzen, Organe und Gewebe

Die in situ-Hybridisierung wurde an Milz, Leber, Mesenteriallymphknoten, Dinndarm und
Knochenmark von 25 experimentell mit FeLV infizierten Katzen durchgefiihrt. Die Organe
der Katzen stammten aus einem Infektionsversuch, der im Rahmen der Dissertation von
Nadja S. Ruckstuhl am Departement fUr Innere Veterindrmedizin der Universitét Zirich unter
der Leitung von Prof. Dr. H. Lutz durchgefiihrt wurde (Ruckstuhl, 2000). Die Organe wurden
mit freundlicher Genehmigung fir die eigenen Untersuchungen zur Verfligung gestellt.

Die Gewebe der infizierten Katzen wurden jewells in eéinem Versuchsansatz pro Tier mit den
Nachweis- und Kontroll-Sonden gp70-B + gp70-ges., p27, p15E und U3 durch ISH (s.
3.1.3.2) auf das Vorhandensein von viraler mRNA untersucht. Gp70-B und gp70-ges. wurden
als Gemisch verwendet, um eine hthere Sensitivitét des Signals zu erreichen. Auf eine
Differenzierung zwischen gp70-A, gp70-B und gp70-C wurde verzichtet, weil sowohl an den
Zdellpéllets (3.2.1) ds auch an inkubierten Geweben der Versuchskatzen keine Unterschiede
zwischen den Sonden gp70-A, gp70-B, gp70-C und gp70-ges. im Bezug auf die Verteillung
und die Art positiv reagierender Zellen festzustellen waren.

Als Positivkontrollen wurden bei jedem Versuchsansatz FL74-Zellen fir die oben
aufgefuihrten Sondenkombinationen verwendet (s. oben). Auf3erdem wurde jewells einmal das
Gewebe ohne Sondenzugabe zum Hybridisierungsmix inkubiert.

Fir die 1SH/IH-Doppelmarkierung (s. 3.1.5) wurden an Hand der Ergebnisse der in situ-
Hybridisierung 11 Katzen ausgewahit (Nr.: 157, 160, 162, 163, 164, 166, 167, 171, 175, 204,
232), bei denen in Lymphknoten und Milz zahlreich positive Zellen in den Follikeln
vorhanden waren. Durch die Doppelmarkierung sollte insbesondere untersucht werden, ob
und in welcher Menge follikuldre dendritische Zellen (FDZ) in Milz und
Mesenteriallymphknoten beim viralen FeLV-RNA-Nachweis positiv reagieren, und inwiefern
Antigen durch die Immunhistologie parallel nachgewiesen werden kann.

Dabei wurde neben den doppelt inkubierten Schnitten jeweils bei einem Gewebeschnitt nur
die ISH (s. 3.1.3.2) mit dem Sondenmix aus gp70-B, gp70-ges. und p27 vorgenommen.
Jeweils ein Schnitt wurde nur immunhistologisch (s. 3.1.4) mit dem Antikorpergemisch gp70
und p27 auf das Vorhandensein von Virus-Antigen untersucht. Die Negativ- und Positiv-
Kontrollen wurden dabei anolog den oben stehenden Angaben fur die ISH und IH getrennt
inkubiert.
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Die folgenden Angaben Uber die Durchfihrung des Infektionsversuches sind der
Dissertationschrift von Ruckstuhl entnommen (Ruckstuhl, 2000), die diesen Versuch in
Zurich durchfihrte und uns das Material zur Verfigung stellte.

Die Tiere wurden im Alter von 8 resp. 9 Wochen mit 300 000 FFU (focus forming units)
FeLV Glasgow A durch intraperitoneale Injektion infiziert. Wahrend der 16 Wochen
dauernden Infektionsperiode wurde den Katzen in der 1. bis 10., 12., 14. und 16 Wochen je
einmal Blut entnommen. In der 16. Woche wurden die Katzen getttet und Organ- sowie
Gewebe-Proben unmittelbar in gepuffertem 4% Paraformaldehyd fir 10-12 h fixiert. Milz,
Leber, Mesenteriallymphknoten, Dunndarm und Knochenmark wurden anschlief3end jeweils
zusammen in einer Einbettkapsel routinemaidig in Paraffin eingebettet.

Die Lagerung der Paraffinblcke erfolgte bis zur Verwendung bel 8°C.

Die Blutproben wurden an der Universitét Zarich (Ruckstuhl, 2000) mittels ELISA auf
Antikorper gegen FeLV-p27 und mittels quantitativer PCR (TagMan®) auf Provirus in
Blutzellen getestet. Auferdem wurden post mortem Leber, Milz, Niere, Knochenmark und
verschiedene Lymphknoten mittels quantitativer PCR auf Fel.V-Provirus untersucht.

Dabel war in alen untersuchten Organen und bei allen Katzen nach der Sektion Provirus
nachwei sbar.

Die Ergebnisse der Blutuntersuchungen sind den Tabellen im Anhang (8.1) zu entnehmen
(Ruckstuhl, 2000).
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3.1.3 RNA-in situ-Hybridisierung

3.1.3.1 Herstellung Digoxigenin-markierter Ribosonden

Als Ausgangsmaterial fur die Herstellung Digoxigenin-markierter Ribosonden diente
zelluldre RNA (cRNA) aus den unter 3.1.1.1 beschriebenen FL74- und FE-Zéellen.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte anolog den Angaben unter 3.1.1.2.

Zur RNA-Extraktion wurde das RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden) verwendet.
Anschlief3end wurde die cRNA durch reverse Transkription (RT) in DNA umgeschrieben und
verbleibende RNA durch RNAse Behandlung entfernt.

Die DNA von FeLV-infizierten FL74-Zellen und FE-Zellen infiziert mit FeLV-A, -B und -C
wurden im Rahmen der Dissertation von Dirk Schwartz wie oben beschrieben gewonnen und

freundlicherweise fur die eigenen Untersuchungen zur Verfligung gestellt.

PCR zur Amplifizierung spezifischer DNA-Fragmente

Zur Amplifikation von Genomabschnitten von U3-LTR (long terminal repeats), p27 und p15E
wurde DNA der FL 74-Zellen verwendet.

Im Bereich des Gens fir gp70 wurden zwei verschiedene Abschnitte mit den Primerpaaren
gp70/1 und gp70/2 detektiert (Tabelle 3.1.1). Der grofRere Abschnitt (gp70/1) stellt einen
Bereich des Gens dar, in dem die Homologie der Basensequenz der Subtypen A, B und C des
FeLV mdglichst gering ist. Die Subtypen A und C sind im detektierten Bereich im Vergleich
Zu B um 36 Basenpaare kirzer. Zusétzlich unterscheidet sich die Sequenz von A/C im
Vergleich zu B in 28 Basenpaaren. Daraus ergibt sich eine errechnete Homologie zwischen
A/C und B von 79,8%. Die Homologie zwischen A und B betrégt im detektierten Bereich
89,2%.

In dem Genomabschnitt, der durch die Primerpaare gp70/2 detektiert wird, betragt die
Homologie zwischen den Subtypen A, B und C 92,1%. Mit der Wahl der unterschiedlichen
Primer fur das gp70-Gen sollte an FE-Zellen untersucht werden, ob in der ISH ene
Unterscheidung der Subtypen FeLV-A, -B und -C méglich ist.

Gp70-A, -B und -C wurde jeweils aus FE-Zellen infiziert mit FeLV-A, -B oder -C mit dem
Primerpaar gp70/1 (Tabelle 3.1.1) amplifiziert. Die Primer gp70/2 (Tabelle 3.1.1) wurden bel
FeL V-A-infizierten FE-Zellen angewendet.

Zur besseren Ubersicht werden im Folgenden die Amplifikate des Primerpaares gp70/1 als
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gp70-A, gp70-B und gp70-C bezeichnet, die des Primerpaares gp70/2 as gp70-ges. (gp70

gesammt).

Primersysteme

Die Etablierung der Primersysteme sowie deren Einsatz zur Amplifizierung spezifischer
Genomabschnitte von FeLV mittels PCR wurden im Rahmen der Dissertation von Dirk
Schwarz (2001) vorgenommen.

Die Primersequenzen wurden freundlicherweise fur die eigenen Untersuchungen zur
Verflgung gestellt.

Tabelle 3.1.1: Primersysteme

Primer Sequenz (5 — 3) Lange |Gen; Lokalisationim
(Basen) | Genom

(Lange des Amplifikats)
U3-LTR upper | CTT GAG GCC AAG AAC AGT TA 20 LTR; 5: 147-250 (104),
U3-LTR lower |AGGTCGAACTCT GGT CAACT 20 3": 8105-8208 (104)
p27 upper TACGCCTTTATCGCCAGT TG 20 gag; 1840-2181 (342)
p27 lower ATCTTT CTT CCCTTT CCT CTG G 22
gp70/1 upper TAT ACC GTI CAG GAT AIGACC 21 env; 6612-6952 (A, C: 305)
gp70/1 lower CAACAGTCITTAGTTITGTTGG 22 (B: 341)
gp70/2 upper AGG GAT TGC AAT CTT AGG TA 20 env; 6950-7168 (219)
gp70/2 lower TTA CAG GCC CAA TAG GTG 18
p15E upper ATT IAGAGA IAGGITAAAACAGC |23 env; 7642-7780 (139)
p15E lower ATT AGG AGI AGG ATI AIT AAG 22
LTR: long termina repeats

gag:

group specific antigen

env: envelope

Die zur Konstruktion des U3-LTR-Primersystems verwendete Gensequenz von FelLV-
A/Glasgow-1 (Glasl) wurde der Verdffentlichung von Fulton et al. (1990) entnommen (NCBI
Accession-Nr. M1824).

Grundlage der p27-, gp70- und p15E-Primersysteme sind die FeL V-Gensequenzen aus der
Veroffentlichung von Donahue et al. (1988) (NCBI Accession-Nr. M18247).
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PCR-Bedingungen

Die Komponenten wurden in der tabellarisch aufgelisteten Reihenfolge pipettiert (s. Tabelle
3.1.2). Zur Kihlung der Proben (1°C) wéahrend der einzelnen Pipettierschritte sowie zur
Durchfihrung der Inkubationsschritte der PCR wurde der Multicycler PTC 200 DNA Engine
(Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf) verwendet.

Tabdlle 3.1.2: PCR-Ansatz

Komponente im PCR- Endkonzentration in 50 |Hersteller
(Konzentration der Ansatz pl Gesamtansatz [Bestell-Nummer]
Stammldsung) eingesetztes

Volumen
GeneAmp® 10 x PCR-  [5,0 wl Komponenten s. Anhang | Applied Biosystems
Puffer 11 (USA), in [N801-

0161] enthalten

MgCl, (25 mM) 3.0u 1,5 mM Applied Biosystems

(USA), in [N801-
0161] enthalten

dNTP-Stamml ésung 4,0 dATP, dCTP, dGTP, dTTP | Promega (Mannheim)
je (10 mM) (1:1:1:1); je 0,8 mM [U1330]
Ampli-Tag® DNA- 0,25 ul 1,25 U/50 ul Applied Biosystems
Polymerase (5 U/ul) (USA)[N801-0161]
DEPC-Wasser 29,75 ul s. Anhang

(s. Anhang)

Primer-Mix, 4,0 ul je2,0 pM MWG-Biotech AG
ausje (25 pm/ul) Upper- (Ebersberg)

und Lower-Primer (s.

Tabelle3.1.1)

cDNA-Probe (Probe aus | 4,0 pl 2,0pM

der RT-Reaktion)

(25 pm/ul)

PCR-Ablauf:

1) 2 min bel 94°C
2) 40 Zyklen: 1 min bei 94°C
1 min be X°C (Annealing-Temperatur, s. Tabelle 3.1.3)
1 min bei 72°C
3) 5minbe 72°C
4) 4°C his zur Entnahme aus dem Thermocycler; Lagerung bei -20°C bis zur

weiteren Bearbeitung
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Tabelle 3.1.3: Annealing-Temperaturen der Primersysteme

Primersystem | Annealing-Temperatur gewahlte Annealing-Temper atur
(Her stellerangaben, MW G-Biotech-AK)

U3-LTR 51,9°C 54,8°C

p27 54,8 °C

gp70/1, gp70/2 |47,9°C 46,6 °C

pl5E 46,6 °C

Detektion der PCR-Produkte mittels Agar osegel-Elektrophor ese

Die PCR-Produkte wurden auf ihre vorausberechnete Langen mittels horizontaler
Elektrophorese (Elektrophoresekammer, Keutz-Laborgerdte GBR, Reiskirchen) im TBE
(Tris-Borat-EDTA) -Puffer-Bad in Ethidiumbromid-imprégnierten Agarose/TBE-Puffer-
Gelen (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) Uberprift. Dazu wurden 15 pl PCR-Produkt und 3 pl
Elektrophorese-Farbstoff (6 x Gel Loading Dye; AB Gene®, Epsom, UK) in die Slots einesim
TBE-Puffer-Bad (1 x TBE, s. Anhang) gelagerten Geles pipettiert. Die Auftrennung erfolgte
bei 120 V und 500 mA (Stromquelle: Consort E425; Consort nv, Turnhout, Belgien) fur 30-
40 min je nach Lange des PCR-Produktes (Sambrook et al., 1989). Der Einsatz einer DNA-
Fragment-Leiter (100 bp pro Teilstrich; Superladder low, AB Gene®, Epsom) diente as
Referenzwert fir die Langenabschdtzung der Amplifikate. Die Visualisierung erfolgte durch
UV-Transillumination bei 312 nm (UV-Transilluminator TF-20M; Vilber Lourmat, Marne la
Vallee, Frankreich) mit fotografischer Dokumentation mittels Polaroid 667 Tagedichtfilm
(Kamera: Polaroid MP4 Land Camera 44-01; Polaroid Corp., Cambridge, Massachusets,
USA).

Extraktion und Aufreinigung der DNA aus Agar osegel

Die Insert-DNA fiur die Klonierung von U3-LTR, gp70, pl15E und p27 wurde durch
Praparation aus einem Agarosegel (s. vorheriger Abschnitt) mittels des NucleoSpin® Extract 2
in 1-Kits (Macherey-Nagel GmbH & Co KG, Diren) gewonnen.
Die Préparation erfolgte nach Angaben des Herstellers:
1) Ausschneiden des Gelstiickes mit dem gewinschten DNA-Fragment mittels eines
sauberen  Skalpells; Wiegen des Gelstiicks; Uberfihren in 1,5 mi-
Mikrozentrifugengefald
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2)

3)

4)

5)

Zugabe von je 300 ul Puffer NT1 prol100 mg Agarosegel; Inkubation fir 5-10 min bei
50°C (bis zur vollstandigen Auflésung samtlicher Gelstticke); Mischen (V ortexen) fir
2-3min

Einsetzen einer Nucleo Spin Extract Column in ein 2 ml Sammelréhrchen und
Beladen mit der Probe; Zentrifugieren fir 1 min bei 8000 x g; Entleeren des
Sammelrohrchens

Zugabe von 600 pl NT3; Zentrifugieren fur 1 min bel 11000 x g; Entleeren des
Sammelréhrchens

Zugabe von 200 pl Puffer NT3; Zentrifugieren fir 2 min bei 11000 x g zur Entfernung
von NT3; Uberfilhren der Nucleo Spin Extract Column in ein sauberes 1,5 ml-
Mikrozentrifugengefal3; Zugabe von 50 pl Elutionspuffer NE (im Verhdltnis 1:1 mit
DEPC-Wasser (s. Anhang) verdunnt); Inkubation fir 1 min bei Raumtemperatur;

Zentrifugieren fir 1 min bel hdchster Geschwindigkeit (15800 x g)

Klonierung
Zur Herstellung der RNA-Sonden fir gp70-ges. und pl5E wurde lediglich die Ligation
(TOPO® Vektor, Invitrogen BV, Groningen, Niederlande) vorgenommen. AnschlieRend

wurden aus dem Plasmid mittels der Primerkombinationen M13 F (forward) und dem

spezifischen revers-Primer, sowie M13 R (reverse) und dem forward-Primer jewells der

sense- und antisense-Strang getrennt abgel esen.

Fir U3-LTR, p27, gp70-A, gp70-B und gp70-C wurde die im Folgenden beschriebene
Klonierung vollstandig durchgefihrt.

Fir die Klonierung wurde das TOPO TA Cloning® PCR® 11-TOPO® Kit (Invitrogen BV,
Groningen, Niederlande) verwendet (enthaltene Reagentien siehe Anhang).

Herstellung von LB (Luria-Bertani)-Medium und Platten

Tabelle 3.1.4: Zusammensetzung des LB-Mediums

Komponente Konzentration | Hersteller [Bestell-Nummer]

Pepton von Casein 1% Serva, Boehringer Ingelheim, Bioprodukt Partnership,
Heidelberg [48600]

Hefeextrakt 0,5% Serva[24540]

NaCl 1% Merck Eurolab GmbH, Darmstadt [1.06404.1000]
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- Herstellung des LB-Mediums:

1) fur 1 |1 Medium 10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt und 10 g NaCl in 800 ml Aqua dest.
auflésen; pH-Wert mit 5% NaOH auf 7,0 einstellen und mit Aqua dest. auf 1 |
auffillen

2) Autoklavieren fur 20 min bei 121°C; nach Abkuhlen der Losung auf 55°C Zugabe von
60 mg Ampicillin (Sigma) gelost in 1,5 ml Aquadest.; Lagerung bel +4°C

- Herstellung der LB-Agar-Platten
1) LB Medium herstellen (s.0.), Zugabe von 15 g/l Agar (DIFCO-Laboratories, Detroit,
USA), Autoklavieren fir 20 min bei 121°C, Lésung auf 55°C abkihlen lassen;
Zugabe von 60 mg Ampicillin (s.0.); 10 mm dicke Platten (Durchmesser 10 cm)
gieflen und aushérten lassen; Umdrehen; Lagerung bel +4°C im Dunkeln

- Herstellung der X-Gal Stammlésung (40 mg/ml)
1) 40 mg X-Gal (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe) in 1 ml N,N-Dimethylformamid
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) auflésen; vor Licht geschitzt bei -20°C
lagern

- Zugabe von X-Gal zu LB-Agar-Platten
1) LB-Agar-Platten auf 37°C erwarmen; 40 ul X-Ga Stammldsung (40 mg/ml) durch
Aussparteln gleichméidig auf der Platte verteilen und fur 15 min bei RT trocknen;
lichtgeschiitzt bis zur Verwendung bei 37°C lagern

- Vorbereitung fur die Transformation
1) SOC-Medium aus dem Kit (s.0.) auf Raumtemperatur bringen
2) LB-Agar-Platten fir 30 min bei 37°C erwarmen
3) Zugabe von X-Gal zu LB-Agar-Platten (s.0.) und Lagerung der Platten bel 37°C bis
zum Gebrauch
4) Lagerung einer Portion One Shot® Chemically Competent E. coli-Zellen aus dem Kit

(s.0.) fur jede Transformation auf Eis bis zum Gebrauch
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Ligation

Tabelle 3.1.5: Vorbereitung der Reaktionsansétze
Komponenten Ansatz 1 Ansatz 2
frisches PCR-Produkt o5ul 4,0 pl
NaCl-Ldsung (1,2 M) 1,0u 1,0u
steriles Wasser 3,5l -

TOPO® Vektor (Kit, s.0.) | 1,0 ul 1,0 ul

1)

Reaktionsansatz vorsichtig mixen und 5 min bel Raumtemperatur inkubieren; Probe

auf Eislagern

Transformation

1)

2)

3)

4)

2 pl von der jeweiligen TOPO® Klonierungs-Reaktion in je ein Flaschchen One Shot®
Chemically Competent E.coli geben und vorsichtig durch Umdrehen mischen;
Inkubation fur 30 min auf Eis

Inkubation der Bakterien fur 30 sec bel 42°C im Wasserbad (Hitzeschock); sofortiges
Uberfiihren der Rohrchen auf Eis

Zugabe von 250 ul SOC Medium (Zusammensetzung s. Anhang) je Roéhrchen;
Inkubation bei 37°C fur 1 h (horizontal liegend, geschittelt bei 200 rpm (SM 25
Schttler; Edmund Bihler Laborgerétebau, Glastechnik, Umwelttechnik, TUbingen))
Herstellung von Verdiinnungsreihen: je Klonierungs-Reaktion folgende Mengen auf 4
vorgewdrmte X-Gal-imprégnierte LB Platten ausspateln:

Tabelle 3.1.6: Verdinnungen je Platte

Komponenten Platte 1| Platte2| Platte 3| Platte4
Transformationsprodukt 10 pl 25 pl 50 ul Rest
SOC Medium 40 pl 25 ul - -

Inkubation fur 15-18 h bei 37°C im Warmeschrank (GFL, Burgwedel)
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5)

Aufnehmen von 5 weiflen Einzelkolonien und Applikation in einzelne 14 mi-
Glasrohrchen mit Gummistopfen mit flissigem LB-Medium mit Ampicillin (s.0.);
Kultivierung fur 15-18 h bei 37°C im Schiittler

Isolierung der Plasmid-DNA
Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mittels des NUCLEOBOND® Kit PC 20
(Macherey-Nagel).

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9

Zentrifugieren der Bakterienkulturen bei 3000 x g fur 10 min; Resuspension des
Zéellpelletsin 0,6 ml Puffer S1 (s. Anhang)

Zugabe von 0,6 ml Puffer S2 (s. Anhang); Mischen der Suspension durch sofortiges,
6-8 maliges Umdrehen der Rohrchen; Inkubation fir 5 min bei Raumtemperatur
(Zellaufspaltung)

Zugabe von 0,6 ml Puffer S3 (s. Anhang); Mischen der Suspension durch sofortiges,
6-8 maliges Umdrehen der Rohrchen bis zum Entstehen einer homogenen Suspension;
Inkubation fur 5 min auf Eis (Féllen der chromosomalen DNA)

Zentrifugieren fur 15 min bel 12000 x g; vorsichtiges Abnehmen des klaren
Uberstands direkt vom weiRen Prazipitat (Klaren des Bakterienlysats)

Aquilibrierung der NUCLEOBOND®AX Cartridge (Patrone) mit 1 ml Puffer N2 (s.
Anhang)

Pipettieren des Uberstands aus 4) (Bakterienlysat) auf  aquilibrierte
NUCLEOBOND®AX Cartridge (Adsorption)

Waschen der NUCLEOBOND®AX Cartridge mit 3 x 1 ml Puffer N3 (s. Anhang)
Einsetzen der NUCLEOBOND®AX Cartridge in en neues 15 ml-
Mikrozentrifugengeféald und Pipettieren von 0,8 ml Puffer N5 (s. Anhang) auf die
NUCLEOBOND®AX  Cartridge, Auffangen des Eluats im 1,5 ml-
Mikrozentrifugengefal (Elution der Plasmid-DNA)

Prézipitieren der gereinigten Plasmid-DNA durch Zugabe von 06 ml
raumtemperiertem Isopropanol (2-Propanol; 8067, J.T. Baker B.V., Deventer,
Niederlande); sofortiges Zentrifugieren fur 30 min bei 15000 x g

10) Waschen der DNA mit 0,6 ml auf +4°C gekihltem 70% Ethanol; Zentrifugieren fur

10 min bei 15000 x g; Trocknen fir 5 min bei Raumtemperatur; Aufnahme des DNA-
Pellets in 40 pl Aqua dest.; Mischen durch Anschnippen des Tubes mit dem Finger;
Inkubation fur 30 min bei Raumtemperatur; kurzes Zentrifugieren; Bestimmung des
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DNA-Gehaltes mit dem Photometer (UV-1202 UV-VIS Spectrophotometer;
Shimadzu, Frankfurt)
Von den 5 weillen Einzelkolonien wurde jeweils die mit der hochsten DNA-
Konzentration nach Prdparation der Plasmid-DNA ausgewahlt. Die Mel3werte sind in
folgender Tabelle aufgelistet:

Tabdle 3.1.7: Mel3werte

Plasmid | Konzentration pg/ul |A1(260nm) |A2(280nm) |AL/A2
U3-LTR |1,341 0,051 0,031 1,645
p27 1,423 0,068 0,039 1,763
gp70-A 1,149 0,029 0,018 1,647
gp70-B | 2,047 0,05 0,029 1,778
gp70-C 11,033 0,027 0,017 1,667

A: Absorption

PCR zur Analyse der selektierten Klone

Die Bestdtigung des Insert-Einbaus und die Uberprifung der Einbaurichtung in den
Plasmidvektor wurde mittels PCR vorgenommen. Dabei wurden jeweils der upper- und
lower-Primer von U3-LTR, p27, gp70-A, gp70-B und gp70-C (Tabelle 3.1.1) mit den
Universalprimern M13(-20) Forward und M13 Reverse (TOPO TA Cloning® pCR® II-
TOPO® Kit) kombiniert. Die Ergebnisse der PCR bei den verschiedenen Primer-
Kombinationen sind in Tabelle 3.1.9 aufgelistet.

Die aufgereinigten Plasmide wurden in einer Verdiinnung von 1/10° in die PCR eingesetzt.
Die Annealing-Temperaturen und der PCR-Ablauf entsprechen den oben genannten Angaben.
Die PCR-Produkte wurden im Agarosegel Uberprift.
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Tabelle 3.1.8: PCR-Ansatz zum Austesten der Einbaurichtung

Komponente im PCR- Endkonzentration in 50 |Hersteller
(Konzentration der Ansatz pl Gesamtansatz [Bestell-Nummer]
Stammldsung) eingesetztes

Vulumen
GeneAmp® 10 x PCR- (5,0 ul Komponenten s. Anhang | Applied Biosystems
Buffer 11 (USA), in[N801-

0161] enthalten

MgCl, (25 mM) 3,0ul 1,5mM Applied Biosystems

(USA), in[N801-
0161] enthalten

dNTP-Stamml ésung 40ul dATP, dCTP, dGTP, dTTP | Promega (Mannheim)
je (10 mM) (1:2:1:1); je 0,8 mM [U1330]
Ampli-Tag® DNA- 0,25 ul 1,25U Applied Biosystems
Polymerase (5 U/ul) (USA)[N801-0161]
DEPC-Wasser (s. 29,75 ul s. Anhang

Anhang)

Primer, 2+2 je2,0 pM MWG-Biotech AG
ausje (25 pm/ul) (Ebersberg)

s. Tabelle3.1.9

Plasmid-DNA verd. auf |4,0 ul 2,0pM

25 pm/pl

Tabelle 3.1.9: Ergebnisse der Primerkombinationen

Plasmid M 13F/upper M13F/lower | M13R/upper | M13R/lower

U3-LTR - + + -

p27

gp70-A

gp70-B

+|+ |+ |+
1
+|+ |+ |+

gp70-C

+: deutliche Bande im Agarosegel
- keine Bande im Agarosegel

PCR zur Amplifikation von p15E und gp70-ges. aus den Plasmidvektoren

Zur Amplifikation des sense-Stranges aus dem Plasmidvektor wurde jeweils die
Primerkombinationen lower/M13 R, fir den antisense-Strang die Kombination upper/M 13F
verwendet. Der PCR-Ansatz erfolgte gemal3 den Angaben in Tabelle 3.1.8. Die verwendeten
Annealing-Temperaturen sind Tabelle 3.1.3 zu entnehmen.

In die PCR wurden jewells 4 ul des Ligationsansatzes aus Tabelle 3.1.5 in einer Verdinnung
von 1/10 in Aquabidest. eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden im Agarosegel Uberprift.
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Extraktion und Aufreinigung der PCR-Produkte

Diein Tabelle 3.1.9 mit ,+* gekennzeichneten Banden sowie die Amplifikate von p15E und
gp70-ges. wurden aus den Agarosegel en ausgeschnitten und die DNA extrahiert.

Die Sequenz der extrahierten DNA wurde durch Sequenzierung bei der Firma SEQLAB
(Géttingen) Uberprift (Sequenzierungsergebnisse s. Anhang 8.4).

Die DNA wurde entweder direkt in die in
Digoxigenierungs(DIG)-Reaktion eingesetzt oder bis zur Weiterverarbeitung bei —20°C

gelagert.

vitro-Transkription und die

In vitro-Transkription und Digoxigenin-Markierung

Um DIG-gelabelte RNA-Sonden herzustellen, wurde die Transkription mit dem DIG RNA
Labeling Kit (SP6/T7) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) durchgefihrt. Im
Plasmidvektor befinden sich flankierend zum Insert Bindungsstellen fir die Universal-Primer
SP6 und T7. Da die RNA-Polymerasen an diesen Bindungsstellen mit der Transskription
beginnen, ist die DIG gelabelte RNA um 80 (SP6) beziehungsweise 68 (T7) Basen langer as
die Insert-DNA. Der zur zelluldren mRNA (positive Polaritét) komplementére Negativstrang
wird im Weiteren als Nachweis-Sonde, der nicht komplementére Strang (identische Polaritét
zur zelluldren MRNA) als Kontroll-Sonde bezeichnet.

Daraus ergeben sich folgende Primer-Kombinationen, Sondenbezeichnungen und

Sondenlangen:

Tabedlle 3.1.10: I1SH-Sonden

Sondenbezeichnung Primer- RNA-Polymerase | Sondenlénge
kombination (DIG-RNA)
U3-LTR Nachweis-Sonde upper/M13R | SP6 184 Basen
U3-LTR Kontroll-Sonde lower/M13 F T7 172 Basen
p27 Nachweis-Sonde upper/M13F | T7 410 Basen
p27 Kontroll-Sonde lower/M13R | SP6 422 Basen
gp70-A Nachweis-Sonde upper/M13F | T7 373 Basen
gp70-A Kontroll-Sonde lower/M13R | SP6 385 Basen
gp70-B Nachweis-Sonde upper/M13F | T7 409 Basen
gp70-B Kontroll-Sonde lower/M13R | SP6 421 Basen
gp70-C Nachweis-Sonde upper/M13F |T7 373 Basen
gp70-C Kontroll-Sonde lower/M13R | SP6 385 Basen
gp70-ges. Nachweis-Sonde upper/M13 F T7 287 Basen
gp70-ges. Kontroll-Sonde lower/M13R | SP6 299 Basen
p15E Nachweis-Sonde upper/M13F |T7 207 Basen
p15E Kontroll-Sonde lower/M13R | SP6 219 Basen
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Die Markierung erfolgte nach Angaben des Herstellers
1) Pipettieren von 0,1 pg Template-DNA in steriles, RNase-freies Reaktionsgefal,
Auffillen mit DEPC-Wasser auf ein Gesamtvolumen von 13 pl

2) Zusammenpipettieren der folgenden Reagenzien

Tabelle 3.1.11: Zusammensetzung des RT-Ansatzes

Reagenzien Endkonzentration Volumen
10 x NTP labeling mixture je10 mM ATP, CTP, GTP, 2ul
6,5mM UTP, 3,5 mM DIG-11-
UPT (pH 7,5 (20°C))

10 x Transcription buffer Komponenten s. Anhang 2ul
RNase Inhibitor 20 U/ul 1yl
RNA Polymerase SP6 oder T7 |20 U/ul 2ul

3) Mischen; Zentrifugieren fir 10 Sekunden bei 5000 x g; Inkubation fur 2 h bei 37°C

4) Zugabe von 2 ul DNase | [10 U/pl], RNase-frei, zur Entfernung der Template-DNA;
Inkubation fur 15 min bel 37°C

5) Stop der Reaktion durch Zugabe von 2 ul 0,2 M EDTA (pH 8,0; s. Anhang)

Ethanol-Prazipitation

Zugabe zum RT-Produkt: 2,5 pl (4 M) LiCl (SigmaAldrich Chemie GmbH) zur

Stabilisierung der Nukleinsdurestruktur und 75 pl gekuhitem (-20°C) 100% Ethanol (Carl

Roth GmbH & Co); gut mischen

1) Prazipitieren durch Lagerung bei -20°C fir 15-18 h; Zentrifugieren bei 13000 x g fur
15 min

2) Verwerfen des Uberstandes; Waschen des Pellets mit 50 pl eiskaltem 70% Ethanol;
Zentrifugieren bei 13000 x g fur 5 min

3) Vewerfen des Uberstandes; Trocknen des Pellets und Auflésen in 100 ul DEPC-
Wasser (s. Anhang) durch Inkubation fir 30 min bei 37°C

4) Aliquotieren zu je 10 pl und bel -70°C einfrieren;
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3.1.3.2 Durchfuhrung der RNA-in situ-Hybridisierung (RNA-1SH)

Die RNA-in situ-Hybridisierung (RNA-ISH) erfolgte geméal3 verdffentlichten Protokollen
(Zurbriggen et al., 1993a; Gaedke et al., 1997; Nesseler et a., 1997). Zum Austesten der
Sonden wurden persistent FeL V-infizierte FL74-Zellen (Theilen et al., 1969) sowie FeLV-A-,
-B-, -C-infizierte FE-Zellen verwendet (s. 3.1.1.1). Von den Zellpellets sowie von allen in
Paraffin eingebetteten Geweben wurden circa 5 pm dicke Schnitte hergestellt (Mikrotom HM
335E, Microm GmbH, Walldorf), auf Objekttrager aufgezogen (SuperFrost® Plus,
Menzelglaser, Braunschweig) und fir 12 h bei 37°C im Brutschrank getrocknet.
Anschlief3end wurden die Schnitte bis zur weiteren Verarbeitung fir maximal 2 Wochen bel
4°C gelagert.

Pro Versuchsansatz wurden bis zu 16 Objekttrager gleichzeitig inkubiert. Dabei wurde darauf
geachtet, dass fir einen Vergleich relevante Gewebe oder Sonden im gleichen
Reaktionsansatz inkubiert wurden.

Als Positivkontrolle fur den Ablauf der ISH wurden bel jeder Inkubation FL74-Zellen
verwendet. Gewebeschnitte, die mit den jeweiligen Kontroll-Sonden (Tabelle 3.1.10) oder
ohne jegliche Sonde im Hybridisierungs-Mix inkubiert wurden, dienten als
Negativkontrollen. Die Inkubationen erfolgten in sterilisierten Glasstandkivetten, die nach
jedem  Schritt ausgeleert wurden. Desweiteren wurden autoklavierte Plastik-
Einmal pipettenspitzen (RNase-frei, DNase-frei; Biozym, Hess. Oldendorf) sowie sterilisierte
Glas-Messzylinder und Magnetriihrer verwandt. Abgesehen von Puffer 3 (s. Anhang 8.3.3)
und 1 x PBS-5mM M(CI; (s. Anhang 8.3.3), die frisch hergestellt wurden, sowie 4 %iges
Paraformaldehyd (s. Anhang 8.3.3), wurden sdmtliche Ldsungen autoklaviert. Die Lésungen
wurden vor ihrem Einsatz im Wasserbad auf die entsprechende Temperatur vorgewarmt.
Wenn nicht anders angegeben, ist von 50-60 ml Volumen der jeweiligen Fllssigkeit
auszugehen, da dadurch eine vollstandige Bedeckung der Schnitte in der Standkiivette
gewahrleistet war.
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Erster Tag:

Entpar affinierung

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

3 x 5 min Roti-Histol® (Carl Roth GmbH & Co KG)
5 min Isopropanal

5 min 96% Ethanol

5 min 70% Ethanol

5 min DEPC-Wasser

1 min DEPC-Wasser

5min 1 x PBS(s. Anhang 8.3.3)

Proteolyse und Nachfixierung

1)
2)

3)

4)

5)
6)
7)

Acetylierung

Inkubationin 0,2 N HCI (s. Anhang 8.3.3) fir 20 min bei RT

2 x 30 min Inkubationin 2 x SSC + 5 mM EDTA-N& (s. Anhang 8.3.3) bel
50°C

Inkubation in Proteinase K-L6sung (frisch hergestellt, s.Tabelle 3.1.12) fur 15
min bei 37°C

Tabelle 3.1.12: Proteinase-K-L6sung

Komponente Konzentration Menge
TrissHCl (pH 8,0) 1M (s. Anhang) 1ml
CaCl, 0,1 M (s. Anhang) 1ml
Proteinase K Stockl6sung: 15,6 mg/ml (s. Anhang) |1 pl
DEPC-Wasser (s. Anhang) ad 60 ml

Inkubation in 0,2% Glycin gelost in 1 x PBS (s. Anhang 8.3.3) fur 5 min bei
RT

Inkubation in 4% Paraformaldehyd (s. Anhang 8.3.3) fur 4 min bel RT

2x 1 minInkubationin 1 x PBS (s. Anhang 8.3.3) bei RT

Inkubationin 1 x PBS mit 5 mM MgCl; (s. Anhang 8.3.3) fur 15 min bei RT

1) Inkubation fir 10 min bel RT in 0,25% Acetanhydrid mit 0,1 M Triethanolamin gel0st
in DEPC-Wasser (pH 7,5; s. Anhang 8.3.3)
2) 2x 1mininkubationin1lx PBS(s. Anhang 8.3.3) bel RT
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3) Inkubationin 1 x PBSflr 15 minbei RT

Prahybridisierung

1) Vorwérmen des Préhybridisierungspuffers (PHB-Mix; s. Anhang 8.3.3) im Wasserbad
auf 52°C
2) Zugabe von ssDNA und RNA (s. Tabelle 3.1.13) direkt vor der Inkubation

Tabdlle 3.1.13: Zusidtze zum PHB-Mix

Komponente Stammldsung Endkonzentration| Menge| Besonder heiten
ssDNA 10 mg/ml 100 pg/ml 0,5 ml | 5 min kochen, dann
(s. Anhang) auf Eiskihlen
RNA 10 mg/mi 244 ug/ml | 1,25 ml
(s. Anhang)

3) Inkubation fir mind. 60 min bei 52°C

Hybridisierung

Den Hybridisierungs-Mix (HB-Mix; s. Tabelle 3.1.14) kurz vor Gebrauch frisch ansetzen

Tabelle 3.1.14: HB-Mix

Komponente Stammldsung Endkonz. | Menge | Besonder heiten
Hybridisierungspuffer- 696 ul

Aliguot (s. Anhang )

RNA 10 mg/ml (s. Anhang) | 221 pg/ml | 18 pl

ssDNA 10 mg/ml (s. Anhang) | 246 pg/ml | 20 pl 5 min kochen, dann auf Eis
Dextransulfat (s. Anhang 8.3.3) 80 ul frisch ansetzen, 18sen

Pro Gewebeschnitt wurden 50 pl HB-Mix und pro Zellpellet 25 ul HB-Mix verwendet.
Entsprechend der Menge der in der jeweiligen Untersuchung inkubierten Gewebsschnitte
wurden die RNA-Sonden zum HB-Mix getrennt hinzupipettiert. Die Menge der Sonde
wurde an FeL V-infizierten FL74-Zellpellets sowie an Pellets von FE-Zellen infiziert mit
FeLV-A ,-B und -C ausgetestet (s. 3.1.2).
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Tabelle 3.1.15: Menge zupipettierter Sonde

Sondenbezeichnung Menge/50 pl HB-Mix
U3-LTR Nachweis-Sonde 2,0 ul
U3-LTR Kontroll-Sonde 2,0ul
p27 Nachweis-Sonde 1,0ul
p27 Kontroll-Sonde 1,0 ul
gp70-A Nachweis-Sonde 1,5ul
gp70-A Kontroll-Sonde 1,5ul
gp70-B Nachweis-Sonde 15ul
gp70-B Kontroll-Sonde 15ul
gp70-C Nachweis-Sonde 1,5ul
gp70-C Kontroll-Sonde 1,5ul
gp70-ges. Nachweis-Sonde 1,5ul
gp70-ges. Kontroll-Sonde 1,5ul
p15E Nachweis-Sonde 2,0 ul
p15E Kontroll-Sonde 2,0 ul

1) Objekttrager nacheinander aus PHB-Mix herausholen; Trocknen des Objekttragers

(Rickseite und um das Gewebe); vorsichtiges Auftragen von Hybridisierungs-Mix

2) zugeschnittenes Gelbond (Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf) mit

hydrophober Seite langsam auf den Schnitt legen (Bildung von Luftblasen zwischen

Gelbond und Objekttréger vermeiden); Rander um das Gelbond mit reichlich Fix-o-
gum® (Marabuwerke GmbH & Co, Tamm) abdichten

3) Inkubation der Objekttrager in feuchter Kammer fur ca. 19 h bei 52°C

Zweiter Tag:
Posthybridisierungswaschung

1) vorsichtiges Abheben von Gelbond und Fix-o-gum® mit einer Pinzette und Abgieflen

der verbleibenden L 6sung

2) Inkubation fir 2 x 15 min bei 42°C in 6 x SSC mit 45% Formamid (frisch hergestellt;

s. Anhang 8.3.3)

3) Inkubation fur 2x 5minbel RT in 2 x SSC (s. Anhang 8.3.3)

4) Inkubation fur 30 min bei 37°C in frisch hergestellter Losung zur RNase-Behandlung

(s. Anhang 8.3.3)

5) Inkubation fir 2x 5minbe RT in2x SSC

6) Inkubation fur 2 x 15 min bel 50°Cin 0,2 x SSC (s. Anhang 8.3.3)
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Féarbung

1)
2)

3)

4)

5)

6)
7)

Inkubation fur 1 min bei RT in Puffer 1 (s. Anhang 8.3.3)

Inkubation far 30 min bel RT in RT-Blocking-Losung (s. Anhang 8.3.3)
(Aquilibrierung)

Schnitte sorgféaltig abtrocknen, mit DAKO-PEN (Dako Diagnostika GmbH, Hamburg)
ober- und unterhalb des Schnittes abdichten

Inkubation fur 2 h bei RT in feuchter Kammer mit anti-DIG-Antikorper-AP-L6sung
(ca. 200 pl je Schnitt; s. Anhang 8.3.3)

Inkubation fur 2 x 15 min bei RT in Puffer 1 (in Standklvette)

Inkubation fur 2 min bei RT in Puffer 3 (s. Anhang 8.3.3)

Inkubation im Dunkeln fir 12-18 h bel RT in Substratl6sung (s. Anhang 8.3.3)

Dritter Tag:

Abstoppreaktion

1)

2)

Inkubation im Dunkeln fur mindestens 10 min bis maximal 4 Stunden bei RT in Puffer
4 (s. Anhang 8.3.3)

Inkubation fir mindestens 5 min bis maximal 1 Stunde bei Raumtemperatur in Aqua
bidest.

Gegenfarbung

1)

2)
3)

Gegenfarben fur 8 sec bei Raumtemperatur in Papanicolaous Hamatoxylin (Merck
Eurolab GmbH, Darmstadt; 1:20 in Aquadest.)

Blauen in Leitungswasser fir 5 min

bis zum Eindecken in Aqua bidest. stellen; Eindecken per Hand mit Deckgléasern mit

vorgewarmten Glycergel (Dako Diagnostika GmbH, Hamburg)
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3.1.4 Immunhistologie (I1H)

Fir die immunhistologischen Untersuchungen (IH) wurden 5 um dicke Gewebeschnitte auf
SuperFrost® Plus (Menzelglaser Braunschweig) Objekttrager aufgezogen und anschlieend
fUr mindestens 24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet.

Der Nachweis der FeLV-Antigene erfolgte durch die indirekte Peroxidase (IPO)-Technik
(Bourne, 1983; Reinacher und Theilen, 1987). Dabei wurde ein Gemisch aus den Antikdrpern
gegen FeL V-gp70 und -p27 (siehe Tabelle 3.1.16) verwendet. Als Negativkontrolle wurde der
Kontrollantikbrper T1 (gegen ein Oberflachenantigen von Huhner-Bursa-Lymphozyten
gerichtet; Hirschberger, 1987) verwendet, der an den Folgeschnitten inkubiert wurde.

Die Inkubation erfolgte, wenn nicht anders angegeben, in Glasklvetten bei RT. Pro Klvette
wurden 180 ml der entsprechenden LoOsung verwendet, so dass die Schnitte vollsténdig
bedeckt waren.

Tabelle 3.1.16 Verwendete Antikorper, Bezugsquellen und Vorbehandlung

Antikdr per Bezugsquelle Methode

Maus o.-gp70 Custom Monoclonals 1:1200in TBS
(Klon C11D82i) Int.; Sacramento,USA mit 20% SS PO
Maus o-p27 Custom Monoclonals 1:100in TBS
(Klon PF12J-10A) Int.; Sacramento, USA mit 20% SS PO

SS: Schweineserum (Verdinnung in TBS)
IPO: indirekte Peroxidase-Technik

Erster Tag:

Entpar affinierung

1) 3 x 5 min Roti-Histol® (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe)
2) 2 x 3 min Isopropanol

3) 3 min 96 %iges Ethanal

4) 3 min 80 %iges Ethanol

Vorbehandlungen

Die Gewebe wurden zur Inaktivierung der endogenen Peroxidasen und zur Antigen-
Demaskierung mit Methanol/H,0, und Target Unmasking Fluid (TUF®; Kreatech
Diagnostics, Amsterdam) vorbehandelt.
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1)

2)
3)
4)
5)

Inkubation firr 30 min in Methanol mit 0,5 % H,0, (Perhydrol® 30 % H,0, p.a.; 7210, E.
Merck, Darmstadt)

Inkubation fur 10 minin TBS (s. Anhang 8.3.4)

Inkubation firr 15 min in vorgewarmtem TUF® (1:3 verdiinnt in Aqua bidest.) bei 97°C
Schnitte fir 15 minin TUF® bei RT abkiihlen lassen

Waschen in TBS

Inkubation mit Primérantikor per

1)

2)
3)

Aufbringen der Objekttrager auf Coverplates™ (721100013, Life Science Int. GmbH,
Frankfurt/Main) und Einfiihren der Coverplates™ in die Halterung

Inkubation fur 10 min mit unverdiinntem Schweineserum

Ubernacht-1nkubation mit Maus-Anti FeLV gp70 (1:1200 in TBS) und p27 (1:100 in
TBS) oder des Kontrollantikdrpers T1 in gleicher Verdinnung wie der Primérantikorper
(p27; 1/100; Negativkontrollschnitt) bei 4°C

Zweiter Tag:

Inkubation mit Sekunder antikor per

1)
2)

3)

Waschen 3x 5minin TBS

Inkubation fir 30 min mit Kaninchen anti-Maus 1gG-PO (Dako Diagnostika GmbH;
Hamburg, Germany (P0161)), verdinnt 1/2100 in TBS mit 20% Schweineserum

Waschen 3x 5minin TBS

Farber eaktion

1)
2)

3)
4)

Entnahme der Schnitte aus Coverplates™ und tberfilhren in Glaskiivette

Inkubation fir 10 min unter standigem Rihren (Magnetrihrer) in frisch angesetztem und
filtriertem 3,3 -Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB; Fluka Feinchemikalien GmbH,
Neu Ulm) mit 0,01% H,0O, in 0,1 M Imidazolpuffer (pH 7,1; s. Anhang 8.3.4)

Waschen 3x 5minin TBS

Gegenfarbung und Eindeckung (per Hand mit Glycergel) anolog den Angaben unter
3.1.39



3. Eigene Untersuchungen 51

3.1.5 Doppemarkierung RNA-ISH/IH

Fir die Doppelmarkierung wurde zuerst die unter 3.1.3.2 beschriebene RNA-ISH mit den
Sonden gp70-B, gp70-ges. und p27 as Gemisch durchgefthrt. Nach der Abstoppreaktion
wurden die Schnitte fir 3 min in 80% Ethanol inkubiert. Anschlief3end erfolgte die Inkubation
(I1H) geméal’ den Angaben unter 3.1.4 ohne Gegenfarbung. Die Schnitte wurden mit Glycergel
(s.0.) eingedeckt.

Die Doppelmarkierung wurde fir jeden Gewebeblock-Schnitt je einmal ohne und einmal mit
einer Methylgriin-Gegenfarbung durchgefihrt.

M ethylgr in-Gegenféarbung

1) Féarbung fur 7 min in Methylgrin (Riedel-de Haen AG, 32746; s. Anhang)
2) Spilen fur 1minin Aqua bidest.

3) Inkubation fur 2 minin 70% Ethanol

4) anschlief3end bis zum Eindecken in Aqua bidest.

3.1.6 Auswertung

Die Auswertung der ISH, IH und Doppelmarkierung wurde am Durchlichtmikroskop
(019548; Carl Zeiss, Germany) bei 25-, 100- und 400-facher Vergrof3erung vorgenommen.
Die Beurteilung von Organstrukturen und Zelltypen erfolgte nach den Ublichen
histomorphol ogischen Kriterien (Liebich, 1993). Die Einteilung der positiven Signale bezieht
sich auf die Anzahl positiv reagierender Zellen. Eine Aussage Uber die Farbintensitét der
Reaktion wurde nicht vorgenommen. Dabei bedeutet ,,-“, dass in der jeweiligen Lokalisation
keine Zellen vorhanden sind, die im Vergleich zu den Negativkontrollen einenin 3.1.6.1 oder
3.1.6.2 beschriebenen Farbniederschlag aufweisen. Mit ,+* wurden Lokalisationen bewertet,
in denen vereinzelte, mit ,++" solche, in denen zahlreiche der vorhandenen Zellen positiv
reagierten.

Die Art der positiven Zellen richtet sich nach dem untersuchten Organ und der jeweiligen
Lokalisation. Auf eine Zelldifferenzierung wird gegebenenfalls bei der Beschreibung der

Ergebnisse genauer eingegangen (s. 3.2).
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3.1.6.1 Auswertung der in situ-Hybridisierung

Als positiv wurden in der Schnittebene liegende, dunkelblaue bis schwarze, die Zellgrenzen
nicht Uberschreitende Reaktionsprodukte gewertet, die in den Kontrollschnitten nicht
nachweisbar waren. Die Farbreaktion stellte sich dabei als flachenhaftes bis diffuses Prazipitat
dar, das meist im Zellkern, aber auch im Zytoplasma lokalisiert war. Auch bei einer
schwachen Anfarbung der Zellen konnten keine einzelnen punktférmigen Prézipitate
identifiziert werden. In vielen Fallen war durch die starke Anfarbung positiv reagierender
Zellen keine Differenzierung zwischen kernassoziierter und zytoplasmatischer Reaktion

maoglich.

3.1.6.2 Auswertung der Immunhistologie

Als positiv wurden in der Schnittebene liegende, hell- bis dunkelbraune, die Zellgrenzen nicht
Uberschreitende Reaktionsprodukte gewertet, die in den Kontrollschnitten nicht nachweisbar
waren. Die Farbreaktion stellte sich dabei as feingranuldres oder flachenhaftes Prézipitat im

Zytoplasmadar.

3.1.6.3 Auswertung der Doppelmarkierung RNA-ISH/IH

Bei den doppelt markierten Geweben (3.1.5) wurden gemal3 der Auswertungen in 3.1.6.1 und
3.1.6.2 Zellen mit positivem VirussRNA und solche mit FeLV-Protein-Nachweis neben
doppelt markierten Zellen in verschiedenen Lokalisationen unterschieden. Doppelt markierte
Zellen zeigten dabel in unterschiedlicher Intensitdt und Vertellung die beiden oben
beschriebenen Prézipitate unterschiedlicher Farbung in einer Zelle.

In Lymphknoten und Milz wurden Zellen, die eine runde bis ovale Form sowie einen
unterschiedlich grof3en, rundlichen, mehr oder weniger chromatindichten Zellkern aufwiesen
as Lymphozyten angesprochen. Zellen, insbesondere in Follikelzentren, deren Zellgrenzen
als Fortsétze eher sternformig ausliefen, konkav gewolbt waren und sich unterschiedlich stark
verzweigten, wurden als follikulére dendritische Zellen (FDZ) angesprochen. Diese Zellen
wiesen einen rundlichen, chromatinreichen Zellkern auf.

Die Einteilung der morphologischen und funktionellen Strukturen in den untersuchten
Organen erfolgte in Anlehnung an Blue et al. (1981), Fossum et a. (1885), Pellas et al. (1990)
sowie an die Lehrbulicher von Roitt et al. (1995), Liebich (1993) und Abbas et al. (2000).
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3.2 Ergebnisse

321 ISH

Die Ergebnisse der ISH nach Inkubation mit den Nachweis-Sonden sind fur die untersuchten
Organe bzw. Zellpellets getrennt aufgefihrt (s. unten).

Auf den jeweiligen Folgeschnitten der Organproben waren nach Inkubation mit den Kontroll-
Sonden keine zellassoziierten Prézipitate entsprechend den Angaben unter 3.1.6.1 zu
erzeugen. Die Reaktion der Proben, die ohne Sondenzusatz zum Hybridisierungsmix inkubiert
wurden, unterschieden sich nicht von der Reaktion, die nach Inkubation mit den

Negativsonden zu sehen war.

3.2.1.1 Zdlpellets

Nach ISH der FeLV-infizierten FE- und FL74-Zellpellets mit den Nachweis-Sonden gp70-A,
gp70-B, gp70-C, gp70-ges., p27, p15E und U3 zeigten nahezu alle Zellen eines Pellets ein
deutliches, schwarz-blaues, flachenhaftes Prazipitat im Zellkern und im Zytoplasma. Auf den
Folgeschnitten der oben genannten Zellpellets waren nach Inkubation mit den entsprechenden
Kontroll-Sonden keine zellassoziierten Préazipitate entsprechend den Angaben unter 3.1.6.1 zu
erzeugen. Die Reaktion der Pellets, die ohne Sondenzusatz zum Hybridisierungsmix inkubiert
wurden, unterschieden sich nicht von der Reaktion, die nach Inkubation mit den Kontroll-
Sonden zu sehen war. Die Nachweis-Sonde gp70-ges. zeigte auf allen infizierten Zellpellets
im Vergleich zu den Sonden gp70-A, -B und -C eine geringgradig schwéachere
Reaktionsintensitét bei gleicher Anzahl positiver Zellen. Im Bezug auf die verschiedenen
Zellpellets waren fur gp70-ges. wie auch fur die anderen Sonden zum Nachweis von gp70-
RNA keine Unterschiede in der Signalstéarke und der Verteilung nach getrennter Inkubation
mit infizierten FE- + FeLV-A-, -B- und -C-Zellen zu erkennen. Die Nachweis-Sonden U3 und
pl5E erzeugten auf allen Pellets ein gleichartig positives Signal, das in der Intensitdt
geringgradig schwécher ausgepragt war, als das entsprechende Signal der gp70-ges. Sonde.
Die verschiedenen Zellpellets zeigten ebenfalls nach Inkubation mit der positiven p27-Sonde
ein Signal, deren Intensitét ungefahr dem der gp70-A-, -B- oder -C-Sonde entsprach.

Nach IH waren bei alen Zellpellets vergleichbare positive Reaktionen entsprechend den
Angaben unter 3.1.6.2 zu beobachten.
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3212 M esenteriallymphknoten

Die Mesenteriadlymphknoten wurden nach funktionellen und  morphologischen
Gesichtspunkten wie folgt eingeteilt: Der Kortexbereich unterteilt sich durch die
Lymphfollikel in den noduldren Kortex und den Parakortex. Der noduldre Kortex wird
hauptséchlich aus Ansammlungen von B-Lymphozyten in Follikeln gebildet, die im
aktivierten Lymphknoten Sekundérfollikel mit einem zell&rmeren Keimzentrum und einem
zellreichen Lymphozytensaum (Randbereich des Follikels) bilden. Der Parakortex grenzt
direkt an den noduléren Kortex an und stellt die Verbindung zum zentral gelegenen Mark
(Medulla) dar.

Im Parokortex befinden sich neben interdigitierenden (Antigen-présentierenden) Zellen und
Makrophagen hauptsachlich T-Lymphozyten. Im Markbereich des Lymphknotens finden sich
T-Zellen, B-Zellen, Plasmazellen und Makrophagen. Die radialen Trabekel, die von der
Kapsel aus in das Parenchym einstrahlen, stiitzen zusammen mit den retikulé&ren Fasern die
verschiedenen zelluldren Komponenten des Lymphknotens.

In den untersuchten Lymphknoten traten FeL V-positive | SH-Reaktionen in lymphozytéren (s.
Abbildung 6.5) und follikuléren dendritischen Zellen (s. Abbildung 6.6) des nodulé&ren Kortex
sowie in mononukledren Zellen des Lymphknotenmarkes auf (Differenzierung s.
Doppelmarkierung 3.2.3.1).

Bei 2 (Nr. 169 und 181) der 25 untersuchten Lymphknoten war in keiner Lokalisation ein
ISH-Signal vorhanden. Die restlichen 23 Katzen zeigten in wenigstens einer Lokalisation des
Lymphnotens mit mindestens einer Sonde ein positives Signal. Bel 6 Katzen (Katzen 161,
165, 174, 176, 216, 224) konnte nur mit den Sonden gp70 und p27 ein positive Reaktion
erzeugt werden. Fur ale vier Sonden war zu beobachten, dass in den Lymphknoten
hauptséchlich in den Keimzentren der Follikel sowie in Parakortex und Medulla positiv
reagierende Zellen vorkamen. In den Randbereichen der Follikel waren stets weniger Zellen
positiv as im Zentrum (s. Abbildung 6.1). Bei einer Katze (224) waren nur im Bereich der
Medulla positive Zellen vorhanden, Zellen in Follikeln und im Parakortex reagierten dabei fur
ale ISH-Sonden negativ.

In den Follikelzentren waren fur die Sonden gp70 und p27 in 12 und 11 Lymphknoten
zahlreich und in jeweils 10 Lymphknoten vereinzelt Zellen positiv. Fir die Sonden p15E und
U3 reagierten die Follikel zentren von nur ca. 50% der Katzen positiv. Es fanden sich fir diese
Sonden bis auf eine Ausnahme (p15E; Katze 171, zahlreiche Zellen positiv) nur vereinzelt

positiv reagierende Zellen.
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Im Randbereich der Follikel waren deutlich weniger Zellen fir den viralen RNA-Nachwels
positiv as in den Keimzentren (s. Abbildungen 6.1, 6.6). Fanden sich in den Follikeln
zahlreiche positive Zellen (gp70, p27), waren in der Regel auch in den Randbereichen der
Follikel positive Reaktionen zu sehen. Bel schwachem ISH-Signal in den Keimzentren (U3,
p15E) waren die Randbereiche der Follikel meist negativ. Die markierten Zellen waren stets
gleichméaldig in den Kompartimenten verteilt. In den meisten Féllen wurde die Abgrenzung
zwischen lymphozytenreichem Randsaum und Zentrum im Follikel durch die
unterschiedliche Anzahl positiv reagierender Zellen besonders deutlich (s. Abbildung 6.6).
Dabei verhielten sich die verschiedenen Follikel eines Lymphknotens, unabhéngig von deren
Lokalisation, vergleichbar.

Der Parakortex wies fur die Sonden gp70 und p27 meist zahlreiche (gp70: 8x; p27: 5x) oder
vereinzelt (gp70: 13x; p27: 15x) positive Zellen auf. Keine positiven Zellen fanden sich fur
diese Sonden bei 4 (gp70) bzw. 5 (p27) Katzen. Nach Inkubation mit den Sonden p15E und
U3 waren bel jewells ca. 50% der Katzen vereinzelt positive Zellen im ansonsten negativen
Parakortex nachzuweisen. Die positiv reagierenden Zellen waren in diesem Kompartiment
gleichméidig verteilt (s. Abbildung 6.1).

In der Medulla war mit der gp70- und der p27-Sonde bel nahezu allen Katzen mit |SH-
positivem Lymphknoten virale RNA nachweisbar. Dabei waren 11x (gp70) bzw. 7x (p27)
zahlreiche und 12x (gp70) bzw. 14x (p27) vereinzelt positive Zellen vorhanden. p15E und U3
waren nur vereinzelt in Zellen im Markbereich zu sehen. 11 Katzen zeigten fur p15E und 10
Katzen fur U3 ein positives Ergebnis. Auch im Lymphknotenmark zeigten die positiven
Zellen eine gleichméléige Verteilung (s. Abbildung 6.1).

Zusdtzlich zu der Auswertung des in sSitu-Signales wurde in den Lymphknoten die
Aktivierung der Lymphfollikel bewertet. Die Einteilung erfolgte in ,wenig aktiviert*(*) und
.Stark aktiviert® (xx), je nachdem, wie deutlich ein zellreicher Randsaum von einem
zellarmeren Zentrum in den Follikeln unterschieden werden konnte.

Die Mesenteriallymphknoten von allen untersuchten Katzen zeigten eine mehr oder weniger
deutliche Aktivierung der Follikel. Dabei lag bei 12 Katzen eine starke Aktivierung vor, bei
13 Katzen waren die Lymphknotenfollikel maldig aktiviert. Im Bezug auf den RNA-Nachweis
konnten keine Zusammenhange zu dem Aktivierungsgrad der untersuchten Lymphknoten
festgestellt werden.

Die Ergebnisse der ISH und der Aktivierungsgrad der Follikel sind in Tabelle 3.2.1 detailliert
dargestellt. In Abbildung 3.2.2 erfolgt eine vergleichende graphische Darstellung des viralen
RNA-Nachweises in den untersuchten Lymphknoten.
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Tabelle3.2.1: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse nach 1SH mit den Sonden
gp70, p27, p15E und U3 in den ver schiedenen Kompartimenten der
Mesenteriallymphknoten und Dar stellung des Aktivierungsgrades

Kat- |AF nodul&rer Kortex Parakortex Medulla
ze Keimzentrum Randbereich
Nr.

gp70 | p27 | p15 |U3 |gp70 |p27 | p15 |U3 |gp70 |p27 | pl5 |U3 |gp70 |p27 |pl5
157 | %% | ++ | ++ | + + + + - - ++ | ++ |+ + | 4+ | ++ |+
158 | = ++ | ++ |+ + + + - - ++ | ++ | + + | 4+ | |+
159 | * = + + + + + + - + + + - - + ++
160 | = ++ | + + + + - - - ++ | + - - ++ | + -
161 | = + + - - - + - - + + - - ++ | + -
162 | =% | ++ | ++ + - + + - - ++ + - - ++ + +
163 | =% | ++ | ++ + + + + + - ++ + + + ++ + +
164 | = ++ | ++ | + + + + - - ++ + + + | 4+ | |+
165 | x| + + - - - + - - + ++ | - - + ++ | -
166 * ++ + + + - - - + + + + + + - -
167 | %% | ++ | ++ | + + + + - - + + - + + + -
169 | = - - - - - - - - - - - - - - -
171 | = | | |+ + - + - + + + | + + + +
173 | %% | ++ | ++ | + + + + - + + + + - + + -
174 | = = + - - - + - - - + + - - + + -
175 | =% | ++ | ++ + + + + - + ++ | ++ | + + ++ | ++ +
176 | = + + - - - + - - + + - - + + -
179 | = + |+ |+ - - + - - - + - - + + +
181 | * = - - - - - - - - - - - - - - -
193 * + + - + + - - - + - - - + - -
204 * ++ | ++ | + + + + - - + + - + ++ + +
216 | =% | + + - - + + - - + + - - + + -
222 | = + + |+ | - - - - - + - - - + + |+
224 | % % - - - - - - - - - - - - ++ + -
232 | = + + - - + + - - e T i T S S S A S S
: keine positiven Zellen gp70: Nachweis-Sonde fir gp70-RNA
+: vereinzelt positive Zellen p27:  Nachweis-Sonde fir p27-RNA
++: zahlreiche positive Zellen p15E: Nachweis-Sonde fur p15E-RNA

U3:  Nachweis-Sonde fur U3-RNA

% wenig aktiviert
sk %! stark aktiviert

AF: Aktivierungsgrad der Follikel
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Abbildungen 3.2.2: Graphische Darstellung der Verteilung positiver Zellen in den
Kompartimenten des M esenteriallymphknotens getrennt fir die

Sonden gp70, p27, p15E und U3
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KZ: Keimzentrum +: vereinzelt positive Zellen
RF: Randbereich der Follikel ++: zahlreiche positive Zellen
PK: Parakortex
M: Medulla
LK: Lymphknoten
3.213 Milz

Die Milz wurde nach funktionellen und morphologischen Gesichtspunkten wie folgt
eingeteilt: Zwischen dem trabekuldren Maschenwerk befinden sich, eingebettet in die rote
Pulpa, die lymphatischen Einrichtungen der Milz, die zusasmmengefasst als weil3e Pulpa
bezeichnet werden. Die Hauptmasse der lymphatischen Gewebe ist um eine Zentraarteriole
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angeordnet und bildet die periarteriolére lymphatische Scheide (PALS). Die PALS besteht aus
T- und B-Zell-Arealen, wobei sich die T-Zellen um die Zentralateriole herum befinden. Die
B-Zellen ordnen sich in Form von Follikeln an, die im stimulierten Zustand aus einem
zellarmeren Keimzentrum und einem lymphozytenreichen Randsaum bestehen.

In der Milz traten positive ISH-Signale bei Lymphozyten und follikuléaren dendritischen
Zellen im Bereich der Keimzentren auf. In den anderen Lokalisationen handelte es sich bei
den positiv reagierenden Zellen um Lymphozyten, Lymphoblasten und vereinzelt
Makrophagen.

Die Milzen von 6 Katzen (165, 169, 174, 181, 216, 224) zeigte nach ISH fir keine Sonde ein
positives Ergebnis. Dies entspricht einem Prozentsatz von 24% im Bezug auf die 25
untersuchten Tiere. FUr die Sonden p15E und U3 reagierten zusétzlich 6 Tiere (158, 159, 161,
173, 179, 222) nach Inkubation mit den entsprechenden Nachweis-Sonden negativ. 2 Katzen
zeigten kein positives Signal fur U3 und eine Katze fur p15E. Die Milz der Katze Nr. 176 war
ausschliefdlich fur den p27-RNA-Nachweis, die Katze Nr. 193 nur fir den gp70-RNA-
Nachweis positiv. Dabei konnten ausschliefdlich in den Randbereichen der Follikel ISH-
positive Zellen gefunden werden.

In den Keimzentren waren im Vergleich zu den anderen Lokalisationen bei den meisten
Katzen und in der gréften Anzahl positiv reagierende Zellen vorhanden. Die im Vergleich zu
den anderen Lokalisationen hohe Konzentration von Zellen mit positivem RNA-Nachweis
liefd sich bis auf zwei Ausnahmen (Katzen 176 und 193, s. oben) fur alle untersuchten |SH-
Sonden nachvollziehen (s. Abbildung 6.8).

Im Randbereich der Follikel kamen bei positivem ISH-Signal in der Milz bis auf eine
Ausnahme (Katze 232; gp70, ++) nur vereinzelt positive Zellen vor. Dabei zeigten fur diese
Lokalisation 14 Katzen fur gp70, 13 fur p27, 4 fir p15E und 3 Katzen fur U3 en positives
Signal (s. Abbildungen 6.8 und 6.9).

Fir die PALS zeigte sich ein dem Randbereich der Follikel vergleichbares Verteilungsbild.
Die Abgrenzung zwischen PALS und dem Randbereich der Follikel war nicht immer
eindeutig zu treffen, weil besonders in wenig stimulierten Follikeln flieRende Ubergange
zwischen dem zellreichen Randbereich des Keimzentrums und den PALS vorhanden waren.
Um die Arterien waren bis auf eine Ausnahme (Katze 232; gp70, ++) nur vereinzelt positiv
reagierende Zellen zu finden. Fur die Sonden gp70 und p27 war dies bel jewells 12 Katzen,
fur p15E bei 3 Katzen und fur U3 bel 5 Katzen zu beobachten.

Im Bereich der roten Pulpa waren fir die Sonden p15E und U3 nur in einer Milz (Katze 232)

vereinzelt positiv reagierende Zellen vorhanden. Bei dieser Katze konnten mit gp70 und p27
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in zahlreiche Zellen virdle RNA nachgewiesen werden. Ansonsten kamen gp70- und p27-
positive Zellen bel jeweils 12 Katzen vor (s. Abbildung 6.8).

Die weil3e Pulpa zeigte somit in den meisten Falen eine relativ gleichmaliige Verteillung
positiv reagierender Zellen unter Betonung der Keimzentren (s. Abbildung 6.8). Fir die
Sonden p15E und U3 fanden sich seltener positive Zellen in den PALS und der roten Pulpa
im Vergleich zu gp70 und p27. Eine Ausnahme im Bezug auf die Vertellung der positiven
Zellen in der Milz stellte die Katze 232 dar. In diesem Fall brachte die Inkubation mit gp70
fur den Randbereich der Follikel, die PALS und die rote Pulpa zahlreiche positive Zellen
hervor. Im Keimzentrum waren hingegen nur vereinzelt positive Reaktionen zu sehen.
Nummer 232 war die einzige Katze, bei der in der roten Pulpa fur p27 zahlreiche und fir
p15E und U3 Uberhaupt positive Zellen vorhanden waren.

Zusétzlich zu der Auswertung des in situ-Signales wurde in den Milzen die Aktivierung der
Lymphfollikel bewertet. Die Einteilung erfolgte in ,,wenig aktiviert* (*) und , stark aktiviert”
(*%), je nachdem wie deutlich ein zellreicher Randsaum von einem zellarmeren Zentrum in
den Foallikeln unterschieden werden konnte.

Die Milzen von alen untersuchten Katzen zeigten eine mehr oder weniger deutliche
Aktivierung der Follikel. Dabei lag bel 10 Katzen eine starke Aktivierung vor, bei 15 Katzen
waren die Lymphknotenfollikel mafdig aktiviert. Im Bezug auf den RNA-Nachweis konnten
keine Zusammenhéange zum Aktivierungsgrad der untersuchten Milzen festgestellt werden.
Die Ergebnisse der ISH und der Aktivierungsgrad der Follikel sind in Tabelle 3.2.3 detailliert
dargestellt. In Abbildung 3.2.4 erfolgt eine vergleichende graphische Darstellung des viralen
RNA-Nachweises im Milzgewebe.
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Tabelle3.2.3: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse nach 1SH mit den Sonden
gp70, p27, p15E und U3 in den ver schiedenen Kompartimenten der
Milz und Dar stellung des Aktivierungsgrades der Follikel

Kat- |AF wei e Pulpa rote Pulpa
ze Keimzentrum Randbereich des PALS
Nr. Follikels

gp70 | p27 | p15 |U3 |gp70 |p27 |pl5 |U3 |gp70 |p27 | pl5 U3 |gp70 |p27 |pl5 U3
157 | = ++ | ++ |+ + + + - + + + - + + + - -
158 ® ++ | ++ - - + + - - + + - - + - - -
159 * - + - - - + - - - + - - + + - -
160 | = ++ | | - + + - - - + - - - - + - -
161 | = + + - - + + - - + + - - + + - -
162 ¥ ++ + + - + + - - + + - - + + - -
163 | = ++ | ++ | + + + + + - + + + | + + + - -
164 | == | ++ | ++ | + + + + + - + + + | + + + - -
165 | = = - - - - - - - - - - - - - - - -
166 | =% | ++ + + + + - - - - - - - - - - -
167 | == | ++ + + - + - - - + - - - - - - -
169 | = x - - - - - - - - - - - - - - - -
171 | = ++ + + + + + + - + + - - + + - -
173 | =% | ++ + - - + + - - + + - - + + - -
174 | = = - - - - - - - - - - - - - - - -
175 | = | ++ | ++ | + + + + - + + + - + + + - -
176 | = - - - - - - - - - - - - - - - -
179 | = + + - - - - - - - - - - + + - -
181 | = | - - -] - - - -] -] - - -] - - - -] -
193 | = + - - - + - - - - - - - - - - -
204 | x | ++ | ++ | + | + + + - - + + - S+ |+ |+ -
216 | * - - - - - - - - - - - - - - - -
222 % + ++ - - - - - - - - - - - - - -
224 | x % - - - - - - - - - - - - - - - -
232 | + + + + | ++ |+ + + | 4+ |+ o N B T +
- keine positiven Zellen gp70: Nachweis-Sonde fur gp70-RNA
+: vereinzelt positive Zellen p27:  Nachweis-Sonde flr p27-RNA
++: zahlreiche positive Zellen p15E: Nachweis-Sonde fur p15E-RNA

us: Nachweis-Sonde fir U3-RNA

*: wenig aktiviert
% stark aktiviert
AF.  Aktivierungsgrad der Follikel
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Abbildungen 3.2.4:  Graphische Darstellung der Verteilung positiver Zellen in den
Kompartimenten der Milz getrennt fir die Sonden gp70, p27,

p15E und U3
Milz, Nachwels von gp70-RNA Milz, Nachwels von p27-RNA
25 25
20
g G
B 15 B
X X
T 10 H++ = o++
N N
< o+ < O+
T kz RF  PALS RP
Lokalisation Lokalisation
Milz, Nachwels von p15E-RNA Milz, Nachweis von U3-RNA
25 25
g 15 g 15
S 10 H++ 5 10 W+t
g g
< > \ - < Y N+
KZ RF  PALS RP Kz RF PALS RP
Lokalisation Lokalisation
KZ:  Keimzentrum +: vereinzelt positive Zellen
RF: Randbereich des Follikels ++: zahlreiche positive Zellen

PALS: periarteriolére lymphatische Scheide
RP:  rote Pulpa

3214 Dinndarm

Der DiUnndarm wurde nach morphologischen Kriterien wie folgt engeteilt: Die
Darmschleimhaut gliedert sich in einen basalen Bereich, in dem sich die Krypten (Glandulae
intestinales) befinden, und die Zotten, die als fingerférmige Fortsdtze ins Lumen des Darmes
ragen. Die DUnndarmzotten sind von einem einschichtigen Epithel Uberzogen, das sich im
Bereich der Zottenbasis mit dem der benachbarten Zotten verbindet und somit eine
geschlossene epitheliale Auskleidung des Darmlumens erzeugt. Die Krypten stellen

Einstilpungen des Epithels in die Lamina propria mucosae dar. Die Lamina propria mucosae
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besteht aus lockerem Bindegewebe, in das neben Gefdllen, Nervenfasern und glatten
Muskelzellen auch Immunzellen eingelagert sind. Sie bildet das Grundgeriist (Stroma) der
Zotten und Krypten.

Mit basalem Zottenstroma und basalem Zottenepithel ist im Weiteren das basale erste Drittel
der Zotten angesprochen. Das apikale Zottenstroma und Zottenepithel schliefdt sich
lumenwarts an und reicht bis zu den Zottenspitzen. Das Darmepithel setzt sich aus
verschiedenen Zellen (Enterozyten, Becherzellen, endokrine Zellen) zusammen, die in den
Auswertungen nicht differenziert wurden. Die Infiltrate im Bereich der Lamina propria fassen
alle mononukledren Zellen zusammen, die in keinem geschlossenen Gewebeverband
angeordnet sind.

Von 24 Katzen lagen Dinndarmabschnitte zur Untersuchung vor (von Katze 175 nicht). Bei 3
(169, 181, 224) der untersuchten Katzen waren weder in den Epithelzellen noch in der
Lamina propria |SH-positive Zellen nachweisbar. Fur alle untersuchten 1SH-Sonden waren
positive Zellen in den Krypten haufiger anzutreffen als in den Zotten (s. Abbildung 6.15).
Unabhangig von den Sonden waren Zottenepithelzellen in der Regel nur dann positiv, wenn
im Bereich des Kryptenepithels grof3e Mengen viraler RNA nachgewiesen werden konnte.
Positiv reagierende Zellen in der Lamina propria waren im Vergleich zu Epithelzellen
gleichméafdiger in der Schleimhaut verteilt. Dennoch reagierten auch im Stroma mehr Zellen in
basalen Bereichen positiv als in apikalen (s. Abbildung 6.15). Insbesondere im Bezug auf die
Sonden gp70 und p27 konnten keine Unterschiede zwischen der Zahl an ISH-positiven
Epithelzellen und 1SH-positiven Infiltratzellen gefunden werden (s. Abbildungen 6.13 und
6.14). Ein hoher Gehalt an viraler RNA in den Epithelien korrelierte fur alle 1SH-Sonden
weitgehend mit einer hohen Anzahl an | SH-positiven Infiltratzellen in der Lamina propria. Im
Bereich der Krypten waren Epithelzellen bei 19 (gp70), 20 (p27), 12 (p15E) bzw. 17 (U3)
Katzen nach ISH positiv. Nach Inkubation mit p15E und U3 zeigten deutlich weniger Zellen
in diesem Bereich eine positive | SH-Reaktion.

Der abnehmende Gradient positiver Zellen von basalen zu apikalen Epithel schichen hatte zur
Folge, dass in den Epithelzellen der Zottenspitzen nur fur die Sonden gp70 (8 Tiere), p27 (4
Tiere) und p15E (1 Tier) virdle RNA in wenigen Zellen nachgewiesen werden konnte. Wie
oben beschrieben, war bei diesen Tieren stets eine starke Reaktion im Bereich des
Kryptenepithels vorhanden. U3 konnte im Bereich der Zottenspitzen bei keiner der
untersuchten Katzen nachgewiesen werden.
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Die Ergebnisse der ISH sind in den Tabelle 3.2.5 und 3.2.6 detailliert dargestellt. In
Abbildung 3.2.7 erfolgt eine vergleichende graphische Darstellung des viralen RNA-
Nachweises in Epithelzellen und infiltrierenden Zellen des Dunndarmes.

Tabelle3.2.5: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse nach ISH mit den Sonden
gp70, p27, p15E und U3 im Dunndar mepithel

Katze | Kryptenepithel basales Zottenepithel apikales Zottenepithel

Nr. gp70 |p27 |pl5SE |U3 gp70 |p27 |pl5E |U3 gp70 |p27 |p1S5E | U3
157 ++ ++ + + + - + - - - - -
158 ++ ++ + + + + - + + - - -
159 + + - - - - - - - - - -
160 ++ ++ - + + + - + + - - -
161 ++ ++ + + + + - + + + - -
162 ++ ++ + - ++ + - - + - - -
163 ++ + - + + + - + - - - -
164 ++ ++ + + + + - - + + - -
165 - - - - - - - - - - - -
166 ++ ++ + + + + + + - + - -
167 ++ ++ ++ + - - - - - - - -
169 - - - - - - - - - - - -
171 ++ ++ ++ + + + + - + + + -
173 ++ + + + + - - - - - - -
174 - + - - - - - - - - - -
175 nd. | nd. | nd. | nd. | nd nd. | nd n.d n.d n.d n.d n.d
176 + + + + - - - - - - - -
179 ++ ++ - + + + - + - - - -
181 - - - - - - - - - - - -
193 + + - + + - - - - - - -
204 ++ + + + + + - - + - - -
216 + + - + - - - - - - - -
222 + + - + - - - - - - - -
224 - - - - - - - - - - - -
232 ++ ++ + + + + + + + - - -
- keine positiven Zellen gp70: Nachweis-Sonde fur gp70-RNA

+: vereinzelt positive Zellen p27:  Nachweis-Sonde fur p27-RNA

++: zahlreiche positive Zellen p15E: Nachweis-Sonde fir p15E-RNA
n.d.:  nicht durchgefthrt U3:  Nachweis-Sonde fir U3-RNA
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Tabelle3.2.6: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse nach 1SH mit den Sonden
gp70, p27, p15E und U3 im Bezug auf infiltrierende Zellen der Lamina

propria des Dinndarms

Katze | Kryptenbereich basales Zottenstroma apikales Zottenstroma

Nr. gp70 |p27 |pl5SE |U3 gp70 |p27 |pl5E |U3 gp70 |p27 |p1S5E | U3
157 ++ + + + + + + - + - - -
158 ++ ++ - + + + - - + + - -
159 - - - - - - - - - - - -
160 ++ + - + + + - - + - - -
161 + + - - - - - - - - - -
162 ++ ++ + - ++ ++ + - ++ ++ - -
163 ++ ++ - - + + - - + - - -
164 ++ ++ ++ + ++ + + + ++ + - -
165 - + - - - - - - - - - -
166 + + + + + + - - + + - -
167 + + + - + - - - - - - -
169 - - - - - - - - - - - -
171 ++ ++ ++ + ++ + + - ++ + + -
173 + + - - + - - - - - - -
174 - - - - - - - - - - - -
175 nd. | nd. | nd. | nd. | nd n.d nd n.d n.d nd. | nd n.d.
176 - - - - - - - - - - -
179 + + - + + + - + + + - -
181 - - - - - - - - - - - -
193 + - - - + - - - + - - -
204 ++ ++ - - ++ ++ - - ++ + - -
216 - - - - - - - - - - - -
222 + + - - - - - - - - - -
224 - - - - - - - - - - - -
232 ++ ++ + - ++ + - - ++ - - -

+:
++
n.d.:

keine positiven Zellen

vereinzelt positive Zellen
zahlreiche positive Zellen
nicht durchgefuhrt

gp70: Nachweis-Sonde fur gp70-RNA
p27:  Nachweis-Sonde fur p27-RNA
p15E: Nachweis-Sonde fir p15E-RNA
u3: Nachweis-Sonde fur U3-RNA
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Abbildungen 3.2.7: Graphische Darstellung der Verteilung positiver
Epithel- und Infiltratzellen im Dinndarm fr die Sonden gp70,
p27, p15E und U3

Dinndarm, Nachweis von p15E-RNA Dinndarm, Nachwels von p27-RNA
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3.215 Thymus

Der Thymus wurde nach morphologischen und funktionellen Kriterien wie folgt eingeteilt:
Das Organ ist in verschiedene Lappchen unterteilt, die durch Bindegewebe voneinander

getrennt sind. Innerhalb eines L&ppchens sind die Lymphozyten in einer aufReren
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Rindenschicht (Kortex) und einer inneren Markzone (Medulla) angeordnet. Die dicht
gepackte Rinde enthadlt den Grof3teil der runenden T-Lymphozyten, wéhrend sich im Mark die
aktivierten blastoiden Zellen befinden. Sowohl die Thymusrinde als auch das Thymusmark
werden von epithelialen Retikulumzellen in zahlreiche Mikrokompartimente unterteilt. Die
Retikulumzellen bilden im Rindenbereich die Blut-Thymus-Barriere um Blut- und
Lymphgefal3e. Als organspezifische Besonderheit bilden epitheliale Retikulumzellen in der
Markzone konzentrisch geschichtete Einschltisse (Hassall-K érperchen). Gelegentlich findet
man in das Parenchym eingelagert rundliche Ansammlungen von mononuklegren Zellen, bei
denen es sich um kleine B-Zell-Follikel handelt.

Von den 25 untersuchten Katzen war bei 7 Tieren (Nr. 165, 169, 175, 176, 181, 216, 224) mit
keiner Sonde ein positives ISH-Signal im Thymus zu erzeugen. Dies entspricht einem
Prozentsatz von 28% im Bezug auf die untersuchten Gewebe. Waren im Thymus fur eine
Sonde nur vereinzelt positive Zellen vorhanden, verteilten sich diese in der Regel gleichméfdig
Uber Rinde und Mark. Diese Vertellung war bei 8 (Nr. 158, 159, 162, 166, 171, 173, 193,
222) der positiven Katzen zu beobachten. Zahlreiche positive Zellen fanden sich
ausschliefdlich im Kortex. Bel diesen Katzen waren in der Medulla hdufig vereinzelt positive
Zellen zu sehen (s. Abbildungen 6.23 und 6.24). Diese Verteilung positiver Zellen konnte
nach Inkubation mit der Sonde gp70 bei 8 Katzen (Nr. 157, 160, 161, 163, 164, 179, 204,
232) und nach Inkubation mit p27 bei 3 Katzen (Nr. 157, 164, 179) beobachtet werden. Fir
die Sonden pl5E und U3 waren nur sehr vereinzelt schwache Reaktionen in den
Kompartimenten zu verzeichnen, wodurch ein deutliches Verteilungsmuster fiir diese Sonden
nicht abgeleitet werden konnte. Mit der p15E-Sonde waren im Rindenbereich bel 4 Katzen
und im Mark bei 3 Katzen vereinzelt positive Zellen nachweisbar. Fir U3 waren bei jewells 2
Katzen in den verschiedenen Kompartimenten vereinzelt positive Zellen vorhanden.

Positiv reagierende Lymphfollikel kamen bei den Katzen Nr. 157, 162 und 164 in jewells
einer Lokalisation vor (s. Abbildungen 6.24 und 6.25). Sie wurden nicht als positive Reaktion
in die tabellarische (Tabelle 3.2.8) oder graphische (Abbildung 3.2.9) Auswertung
einbezogen. Nach Inkubation mit den Sonden gp70 und p27 waren zahlreiche, nach
Inkubation mit p15E und U3 vereinzelte Zellen in den B-Zell-Follikeln positiv.

Die Ergebnisse der ISH sind in der Tabelle 3.2.8 detailliert dargestellt. In Abbildung 3.2.9

erfolgt eine vergleichende graphische Darstellung des viradlen RNA-Nachweises im Thymus.
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Tabelle3.2.8: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse nach 1SH mit den Sonden
gp70, p27, p15E und U3in Kortex und Medulla des Thymus

Katze Nr. Kortex Medulla
gp70 p27 p15 U3 gp70 p27 p15 U3

157 ++ ++ - - + + - -
158 + + - - + + - -
159 + + - - + + - -
160 ++ + - - + + _ _
161 ++ + - - + + _ N
162 + + + - + + - -
163 ++ + + + + + + +
164 ++ ++ + - + + + -
165 - - - - - - - -
166 + + - - + + - -
167 + - - - + - -
169 - - - - - - - -
171 + + + + + + + +
173 + - - - + - - -
174 - - - - + - - -
175 - - - - - - - -
176 - - - - - - - -
179 ++ ++ - - + + - -
181 - - - - - - - -
193 + - - - + - - -
204 ++ + - - + + - -
216 - - - - - - - -
222 + - - - + - - -
224 - - - - - - - -
232 ++ + - - + + - -

gp70-, p27-, p15E- und U3-positive Lymphfollikel : Katzen Nr. 157, 162, 164, 166

- keine positiven Zellen gp70: Nachweis-Sonde fur gp70-RNA

+: vereinzelt positive Zellen p27:  Nachweis-Sonde fur p27-RNA

++: zahlreiche positive Zellen p15E: Nachweis-Sonde fur p15E-RNA
us: Nachweis-Sonde fir U3-RNA
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Abbildungen 3.2.9: Graphische Darstellung der Vertellung positiver Zellen in Kortex
und Medulla des Thymus getrennt fir die Sonden gp70, p27, p15E
und U3
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K: Kortex gp70: Nachweis-Sonde fir gp70-RNA
M: Medulla p27:  Nachweis-Sonde fur p27-RNA
+: vereinzelt positive Zellen p15E: Nachweis-Sonde fir p15E-RNA
++: zahlreiche positive Zellen us: Nachweis-Sonde fir U3-RNA

3.2.1.6 Knochenmark

Im Knochenmark werden physiologischerweise kontinuierlich Blutzellen aus Stamm- und
Vorlauferzellen gebildet. Die mesenchymaen Retikulumzellen sind die gemeinsamen
Vorlaufer fur ale Zellinien und werden deshalb as pluripotente Stammzellen bezeichnet.
Uber Hamozytoblasten, die sich aus dem retikulzren Gewebeverband 16sen, differenzieren
sich die verschiedenen Zelllinien bis zu Erythrozyten, Granulozyten, Lymphozyten,
Monozyten und Thrombozyten. Bei den eigenen Untersuchungen wurden zwischen einer
frihen, mittleren und spaten (reife Zellen) Entwicklungsphase unterschieden. In der friihen
und mittleren Entwicklungsphase sind die verschiedenen Zelllinien lichtmikroskopisch kaum

zu unterscheiden. Sie sind mit ca. 18-25 um im Bezug auf die reifen Zellen (spéte
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Entwicklungsphase) relativ grof3 und haben im Verhdltnis zum Zytoplasma einen grof3en
Kern. Im Laufe der Entwicklung schrumpfen die Zellen mit Ausnahme der Megakaryozyten
und die Kerne verandern sich in Form und Grof3e bis zu ihrem charakteristischen Aussehen.
Durch diein der Regel starke Anféarbung der Zellkerne und des Zytoplasmas bel der I1SH war
eine Differenzierung der Vorlauferzellen und Zelllinien nach deren Kernmorphologie nur
stark eingeschréankt moglich. Somit stellten sich die positiven Zellen in verschiedenen Groéf3en
mit mehr ober weniger aufgelockerter Struktur und rundlicher Gestalt dar. Mesenchymale
Retikulumzellen konnten als spindelférmige Zellen mit ovalem Zellkern erkannt werden. Sie
reagierten bei keinem Tier und mit keiner der Sonden positiv. Aus diesem Grund sind siein
der tabellarischen und graphischen Auswertung nicht bertcksichtigt. Granulozyten,
Plasmazellen und die spdten Entwicklungsstadien von Zellen der erythrozytéren Reihe (s.
unten) wurden der Gruppe der ,reifen Zellen® zugeordnet. Stabkernige Granulozyten stellten
sich bel schwachem ISH-Signal mit gelappten Kernen und Plasmazellen mit exzentrisch
liegenden Kernen dar. Diese Zellen hatten eine Grdf3e von ca. 16 um. In manchen Féllen war
die Kernmorphologie von Granulozyten und Plasmazellen aufgrund eines starken ISH-
Signales nicht eindeutig zu differenzieren. Die kleinsten rundlichen Zellen im Knochenmark
stellen reife Zellen der erythrozytéren Reihe dar. Zu diesen zadhlen basophile,
polychromatische und oxyphile Normoblasten, die einen Durchmesser von 8-12 um
aufweisen. Unter den reifen Zellen waren hauptséchlich Granulozyten und Zellen der
erythrozytaren Reihe positiv. Reife, kernlose Erythrozyten reagierten nach ISH stets negativ.
Plasmazellen zeigten nur ganz vereinzelt ein positives Signal.

In einer zweiten Gruppe wurden Zellen zusammengefasst, die zwischen 15 und 20 um grof3
waren und einen im Verhdtnis zum Zytoplasma relativ grofden Kern besassen. Bei starkem
ISH Signal war dabei keine Differenzierung zwischen Zytoplasma und Kern mdglich. Diese
Gruppe durfte in der Regel Hamozytoblasten, Myelozyten, Plasmozyten, mittlere
Lymphozyten und Promonozyten unfassen, die der frihen Entwicklungsphase der Zellreifung
zugeordnet wurden. Dabei ist zu berlicksichtigen, dass Granulozyten und Plasmazellen bei
starkem ISH-Signal nicht von Zellen der frihen Entwicklungsphase zu unterscheiden waren
und diesen deshalb méglicherweise manchmal mit zugeordnet wurden (s. Abbildungen 6.18,
6.20 und 6.21).

Die dritte Gruppe (mittlere Entwicklungsphase) bildeten Proerythroblasten, Promyelozyten,
Immunoblasten, Monoblasten und Megakaryoblasten. Diese Zellen stellten sich mit einem
grof3en soliden Zellkern dar und hatten eine Grof3e von 20-25 um (s. Abbildungen 6.18, 6.20
und 6.21). Promegakaryozyten und Megakaryozyten nahmen eine Sonderstellung ein. Diese
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Zellen waren eindeutig aufgrund ihrer Grofe (50-100 um) und ihrer Mehrkernigkeit zu
differenzieren (s. Abbildung 6.18). Bei der Einzelinkubation mit den verschiedenen Sonden
zeigten Megakaryozyten nur fur gp70 und p27 ein sehr schwaches | SH-Signal. Knochenmark
von Katzen mit solchen Megakaryozyten wurde deshalb auch in der ISH/IH-
Doppelmarkierung (siehe 3.2.3.4) ausgewertet. Durch den Einsatz der gp70- und p27-Sonden
als Gemisch konnte ein starkeres Signal und damit eine bessere Auswertbarkeit dieser Zellen
erreicht werden.

Von den 25 untersuchten Katzen lag bei 23 Katzen Knochenmark zur Inkubation vor. Bel 6
Katzen (Nr. 159, 169, 174, 181, 222, 224) waren mit keiner der Sonden | SH-positive Signale
Zu erzeugen. Bei Katzen mit positiver 1SH-Reaktion im Knochenmark waren Zellen der
frihen und mittleren Entwicklungsphase haufiger positiv als ganz ausgereifte Zellen. Diese
Verteilung lield sich nach Inkubation mit allen untersuchten Sonden nachvollziehen.

In der Regel war bel den ,reifen Zellen, wenn Uberhaupt, nur dann ein positives ISH-Signal
vorhanden, wenn in zahlreichen Zellen der frihen und mittleren Entwicklungsphase virale
RNA nachgewiesen werden konnte. Daraus ergibt sich, dass fir die Sonden U3 und p15E, mit
einer Ausnahme (Katze Nr. 164, Sonde U3), keine positiven Reaktionen in der Gruppe der
.reifen” Zellen vorkamen. In der Regel konnten fir alle untersuchten Sonden positive Zellen
in den Gruppen der frihen und mittleren Entwicklungsphase parallel nachgewiesen werden.
Dabei fanden sich keine Gesetzmassigkeiten im Bezug auf die Anzahl positiv reagierender
Zellen. Mit den Sonden gp70 und p27 waren in den Zellen der frihen und mittleren
Entwicklungsphase bei einer groferen Zahl von Katzen und in mehr Zellen virale RNA
nachweisbar al's nach Inkubation mit p15E oder U3. Auffallig war, dass mit den Sonden p15E
und U3 nur dann positive Signale zu erzeugen waren, wenn nach Inkubation mit den Sonden
gp70 und p27 zahlreiche Zellen positiv reagierten.

Im Knochenmark der Katze Nr. 160 war ein Lymphfollikel zu erkennen, der nach Inkubation
mit allen |SH-Sonden positive Zellen aufwies (s. Abbildung 6.20). Diese Zellen wurden nicht
als positive Reaktion in die tabellarische (Tabelle 3.2.10) oder graphische (Abbildung 3.2.11)
Auswertung einbezogen. Nach Inkubation mit den Sonden gp70 und p27 waren zahlreiche,
nach Inkubation mit p15E und U3 vereinzelt Zellen in dem B-Zéll-Follikel positiv.

Die Ergebnisse der ISH sind in der Tabelle 3.2.10 detailliert dargestellt. In Abbildung 3.2.11
erfolgt eine vergleichende graphische Darstellung des viralen RNA-Nachweises im

Knochenmark.
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Tabelle3.2.10: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse nach ISH mit den Sonden
gp70, p27, p15E und U3 im Knochenmark

Katze frihe Entwicklungsphase mittlere Entwicklungsphase spéte Entwicklungsphase
Nr. (reife Zellen)
gp70 |p27 |pl5E |U3 gp70 |p27 |pl5E |U3 gp70 |p27 |pl5E |U3
157 + + - - ++ + - + - + - -
158 ++ ++ - - ++ + - + - - - -
159 - - - - - - - - - - -
160 + + - + ++ + - + + + - -
161 + + - - + + - - - - - -
162 + ++ - - + + - - + + - -
163 ++ ++ - + ++ ++ - + - - - -
164 ++ ++ + ++ ++ ++ + + + + - +
165 - + - - - - - - - - - -
166 ++ ++ + + ++ ++ + + - - - -
167 ++ + + + ++ ++ + + - - - -
169 - - - - - - - - - - - -
171 + + - - + + + + + + - -
173 n.d n.d. nd n.d. n.d. n.d n.d. n.d n.d. n.d n.d. n.d.
174 - - - - - - - - - - - -
175 nd n.d. nd n.d. n.d. n.d. n.d. nd nd. | nd n.d. n.d.
176 + + - - + + - - - - - -
179 + + - + ++ ++ - - + + - -
181 - - - - - - - - - - - -
193 + - - + - - - - - - - -
204 ++ + - + + + - - - - - -
216 - - - - + + - - - - - -
222 - - - - - - - - - - - -
224 - - - - - - - - - - - -
232 ++ + - + ++ ++ + + - - - -
- keine positiven Zellen gp70: Nachweis-Sonde fur gp70-RNA
+: vereinzelt positive Zellen p27:  Nachweis-Sonde fur p27-RNA
++: zahlreiche positive Zellen p15E: Nachweis-Sonde fur p15E-RNA
n.d.:  nicht durchgefihrt U3:  Nachweis-Sonde fir U3-RNA
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Abbildungen 3.2.11: Graphische Dar stellung der Verteilung positiver Zellen im
Knochenmark getrennt fir die Sonden gp70, p27, p15E und U3

Knochenmark, Nachweis von viraler RNA

25

S 20

N

®

X

§ H++

< +

Lokalisation / Sonde

f: frihe Entwicklungsphase gp70: Nachweis-Sonde fir gp70-RNA
m: mittlere Entwicklungsphase p27:  Nachweis-Sonde fur p27-RNA
S spéate Entwicklungsphase (reife Zellen) p15E: Nachweis-Sonde fur p15E-RNA
+: vereinzelt positive Zellen us: Nachweis-Sonde fir U3-RNA
++: zahlreiche positive Zellen

3.2.2 | SH/IH-Doppel markierung

Die Ergebnisse der Doppelmarkierung nach Inkubation mit den Nachweis-Sonden gp70 und
p27 (ISH) und den Antikérpern gegen die viralen Proteine gp70 und p27 (IH) sind fur die
untersuchten Organe getrennt aufgefihrt (s. unten).

Auf den jewelligen Folgeschnitten der Organproben waren nach ISH mit dem Gemisch der
Kontroll-Sonden gp70 und p27 keine zellassoziierten Prézipitate entsprechend den Angaben
unter 3.1.6.1 zu erzeugen. Die Reaktion der Gewebe, die ohne Sondenzusatz zum
Hybridisierungsmix inkubiert wurden, unterschieden sich nicht von der Reaktion, die nach
Inkubation mit den Negativsonden zu sehen war.

Bel der immunhistologischen Untersuchung waren die Gewebe nach Inkubation mit dem

Kontrollantikbrper T1 stets negativ.



3. Eigene Untersuchungen 73

Die Anzahl ISH-positiver Zellen kann sich von den Angaben unter 3.2.2 (Auswertung I1SH)
unterscheiden, weil durch die Verwendung der Sonden gp70 und p27 a's Gemisch eine hdhere
Sensitivitdt des ISH-Signals im Vergleich zu der getrennten Inkubation mit den
entsprechenden Sonden erreicht wurde.

3221 M esenteriallymphknoten

Die Einteilung der unterschiedlichen Kompartimente des Lymphknotens entspricht der bei der
Auswertung der ISH. Es wurden aber Parakortex und Medulla aufgrund geringer
Unterschiede im Bezug auf die Anzahl und Verteilung positiv reagierende Zellen in eine
Gruppe zusammengefasst.

In den Keimzentren lief}en sich bel der Doppelmarkierung sowohl blastoide als auch
follikuldre dendritische Zellen mit positiven Signalen stets paralel nachweisen (s.
Abbildungen 6.3, 6.4). Sowohl markierte Virusproteine, als auch markierte virale RNA fand
sch in FDZ im Bereich der sternformigen Zytoplasmafortsdize, wodurch das
charakteristische Aussehen der FDZ besonders deutlich wurde (s. Abbildungen 6.3 und 6.6).
In blastoiden Zellen war nachweisbare virale RNA entweder nur in den Kernen, oder bei
starkem ISH Signal diffus in den Zellen verteilt. Immunhistologische Prézipitate fanden sich
stets nur im Zytoplasma von blastoiden Zellen (s. Abbildung 6.7).

Es war zu erkennen, dass in blastoiden Zellen hauptséchlich virdle RNA nachgewiesen
werden konnte, wohingegen FDZ meist nur fir den Virus-Antigen-Nachweis positiv
reagierten. Unter den positiv reagierenden Zellen bildeten FDZ héufig ein dicht gepacktes
Netzwerk aus Zellen, das sich an einem Pol des Follikelzemtrums befand. Blastoide Zellen
waren bevorzugt an dem anderen Pol des Follikelzentrums zu erkennen. Unter den positiven
Zellen kam es nur vereinzelt zur rédumlichen Vermischung der beiden angesprochenen
Zellarten (s. Abbildung 6.4). ISH-positive FDZ und blastoide Zellen mit positivem
Antigennachweis kamen in geringer Menge und nicht bel allen untersuchten Katzen vor.
Zusétzlich waren bei wenigen Katzen Zellen zu erkennen, die fur den viralen RNA- und den
Antigen-Nachweis gleichzeitig positiv reagierten. Es handelte sich bei diesen Zellen stets um
FDZ, die nur in geringer Menge in den Follikel zentren zu sehen waren.

In den Randbereichen der Follikel kamen bei alen untersuchten Katzen positive blastoide
Zellen vor. AulRer bei der Katze Nr. 204 reagierten diese Zellen nur im viralen RNA-

Nachweis positiv. Markierte Zellen kamen in den Randbereichen der Follikel in geringer
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Menge vor und waren gleichmal3ig in diesen verteilt (s. Abbildung 6.2). ISH- oder |H-positive
FDZ konnten in keinem der untersuchten Lymphknoten in dieser Region identifiziert werden.
Bel der Katze Nr. 204 fand sich im Vergleich zu den anderen Tieren eine grof3ere Anzahl
|SH-positiver Zellen im Randbereich der Follikel. Aulerdem konnten vereinzelt blastoide
Zellen mit positivem Antigen-Nachwels identifiziert werden. Aufféllig war bei diesem Tier,
dass nur wenige FDZ in den Keimzentren positive Reaktionen aufwiesen. Im Vergleich zu
den anderen Katzen reagierten nach Immunhistologie mehr blastoide Zellen als FDZ positiv.
In Parakortex und Medulla kamen sowohl jeweils einfach als auch doppelt markierte Zellen
vor. Dabel fanden sich nur immunhistologisch positive Zellen bei den meisten Katzen in
geringerer Menge als ISH- oder ISH/IH-positive Zellen. Bel den doppelt und den jewells
einfach markierten Zellen handelte es sich hauptséachlich um Lymphozyten/Lymphoblasten
und Makrophagen, die bel allen untersuchten Katzen in nahezu gleichen Anteilen zu finden
waren. Lymphozyten/Lymphoblasten stellten sich dabei mit einem chromatinreichen, runden
Zellkern und einem schmalen Zytoplasmasaum dar. Makrophagen waren im Vergleich zu
lymphoiden Zellen grof3er und wiesen im Verhéltnis zu den Kernen mehr Zytoplasma auf. Die
Zellkerne von Makrophagen stellten sich rund und aufgelockert dar (s. Abbildungen 6.2 und
6.7). Es ist zu beachten, dass bel einem starken ISH-Signal Zellen morphologisch nur nach
ihrer Grof3e zu differenzieren waren, weil in diesem Fall sowohl die Kerne as auch das
Zytoplasma diffuse Préazipitate aufwiesen. Ansonsten waren markierte virale Proteine stetsim
Zytoplasma und virale RNA meist in den Zellkernen lokalisiert. Im Bezug auf doppelt oder
einfach markierte Zellen war keine Zellspezifitét abzuleiten.

Die Ergebnisse der ISH/IH-Doppelmarkierung sind in der Tabelle 3.2.12 detailliert
dargestellt. In Abbildung 3.2.13 erfolgt eine vergleichende graphische Darstellung des viralen

RNA- und viralen Protein-Nachweises in Lymphknoten.
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Tabelle3.2.12: Vergleichende Darstellung desviralen RNA- und viralen Protein-

Nachweisesim Lymphknoten nach IH/I SH-Doppelmarkierung

Katze Keimzentrum Randbereich des Follikels | Parakortex/Medulla
Nr. RNA- Prot.- RNA RNA- Prot.- RNA RNA- Prot.- RNA
pos. pos. und pos. pos. und pos. pos. und
(ISH) (IH) Prot.- (ISH) (1H) Prot.- (ISH) (1H) Prot.-
pos. pos. pos.
(I1sH/ (1sH/ (1SH/
IH) IH) IH)
157 ++ +, XX X + - - ++ + ++
160 ++ X - + - - ++ + ++
162 ++ XX - + - - ++ ++ ++
163 ++ X - + - - ++ + ++
164 ++, X +, X X + - - ++ ++ +
166 ++ X - + - - ++ ++ +
167 ++, X +, XX X + - - ++ + +
171 ++, X +, XX X + - - ++ - +
175 ++, X +, XX X + - - ++ + ++
204 ++ ++, X - ++ + - ++ + +
232 ++ XX X + - - ++ ++ ++
XX: zahlreiche positive FDZ ISH:  Zellen mit ausschliefdichem | SH-Signal

++:

zahlreiche positive blastoide Zellen IH: Zellen mit ausschliefdlichem IH-Signal

vereinzelt positive blastoide Zellen

vereinzelt positive FDZ
keine positiven Zellen

ISH/IH: doppelt markierte Zellen

FDZ: follikulére dendritische Zellen
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Abbildung 3.2.13: Graphische Darstellung der Verteilung einfach und doppelt
markierter Zellen im Lymphknoten nach I SH/IH-
Doppelmarkierung

12
= 6 T .
3 BB N,
M0 0o (e
AN A
n X £ x LI x 5 2 =
-5 I % = B 2
- T 0
Lokalisation
KZ-B: Keimzentrum blastoide Zellen
KZ-FDZ: Keimzentrum follikul&re dendritische Zellen
RF: Randbereich des Follikels
P/M: Parakortex/Medulla
ISH: Zellen mit ausschliefdichem I SH-Signal
IH: Zellen mit ausschliefdichem IH-Signal
|SH/IH: doppelt markierte Zellen
+: vereinzelt positive Zellen
++: zahlreiche positive Zellen
3.2.2.2 Milz

Die Einteilung der unterschiedlichen Kompartimente der Milz entspricht der bel der
Auswertung der ISH. Positive Reaktionen sowohl in der ISH as auch in der IH waren bei
Zellen der Follikelperipherie und der PALS hinsichtlich der Reaktionsstérke und der Zahl
positiver Zellen i.a. gleich. Deshalb wurden positive Zellen der Follikelperipherie und der
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PALS zusammen in der Gruppe , Follikelrand* ausgewertet. In den Follikelzentren der Milz
konnten sowohl positive blastoide Zellen as auch positive follikuldre dendritische Zellen
nachgewiesen werden (s. Abbildung 6.9). FDZ kamen dabei ausschliefdlich in den
Follikelzentren vor. Die Morphologie der Zellen und die Verteilung der ISH- oder IH-
Prézipitate entsprechen den Angaben bel den Lymphknoten. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen in den Lymphknoten fanden sich in den Follikelzentren der Milz nach
Doppelinkubation hauptséchlich FDZ, die sowohl fir den viralen Protein- als auch fir den
viralen RNA-Nachweis in den gleichen Zellen positiv reagierten (s. Abbildungen 6.10 und
6.11). Aul%er diesen Zellen waren in den Keimzentren aller untersuchten Katzen mehr oder
weniger zahlreich nur ISH-positive blastoide Zellen zu erkennen. Anders as in den
Follikelzentren der Lymphknoten waren FDZ und blastoide Zellen jeweils gleichméfdig in
diesem Kompartiment verteilt (s. Abbildung 6.9). Bei einigen untersuchten Katzen kamen in
geringer Menge zusétzlich zu den oben beschriebenen Zellen solche mit ausschliefdlichem
viralem Protein-Nachweis vor. Bei diesen handelte es sich hauptséchlich um FDZ. Auch bei
der Untersuchung der Milz nahm die Katze mit der Nr. 204 eine Sonderstellung ein. Bei
dieser reagierten ausschliefdlich blastoide Zellen in  den Follikelzentren nach
Doppelinkubation positiv. Diese Zellen waren entweder 1SH- oder IH-positiv, jedoch nie
beides gleichzeitig. Auffallig war auRerdem, dass bei dieser Katze, im Vergleich zu den
anderen, zahlreiche Zellen in der roten Pulpa sowohl jewells einfach a's auch doppelt markiert
waren.

Im Follikelrandbereich zeigten nur blastoide Zellen unterschiedlicher Grofle ein positives
Signal. Dabei waren bel allen Katzen vereinzelt ausschliefdlich |ISH-positive Zellen
nachzuweisen. Ausschliefdlich immunhistologisch positiv waren vereinzelte Zellen bei 4
Katzen. Nur bel einer Katze (Nr. 157) zeigten sich vereinzelt doppelt markierte Zellen im
Follikelrandbereich (s. Abbildung 6.12). In diesem Kompartiment waren positiv reagierende
Zellen gleichmaliig verteilt.

In der roten Pulpa von zwei der untersuchten Katzen konnten keine positiven Zellen
nachgewiesen werden (Katzen Nr. 162 und 164). Im Vergleich zu den Follikeln waren in der
roten Pulpa nur wenige positiv reagierende Zellen zu finden. Bei diesen Zellen handelte es
sich hauptsachlich um lymphoide Zellen und Makrophagen. Entsprechend den Ausfihrungen
bei den Lymphknoten wurden diese Zellen, wenn moglich, nach morphologischen Kriterien
charakterisiert. Makrophagen und lymphoide Zellen machten jeweils ca. 50% der positiv
reagierenden Zellen aus. In diesen Zellen war hauptsachlich virale RNA nachweisbar. Nur bei

zwei Katzen fanden sich zusétzlich I1H-positive oder doppelt markierte Zellen. Die Ergebnisse
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der ISH/IH-Doppelmarkierung sind in der Tabelle 3.2.14 detailliert dargestellt. In Abbildung
3.2.15 erfolgt eine vergleichende graphische Darstellung des viralen RNA- und viraen

Protein-Nachweises in der Milz.

Tabelle3.2.14: Vergleichende Darstellung desviralen RNA- und viralen Protein-

Nachweisesin der Milz nach 1H/I SH-Doppelmarkierung

Katze Follikel zentrum Follikelrand rote Pulpa

Nr ISH IH ISH/IH ISH IH ISH/IH ISH IH ISH/IH
157 + +, X XX + + + + ++ +
160 ++ X XX + - - + - -
162 + X XX + - - - - -
163 + +, X +, XX + + - + + -
164 ++ X XX + - - - - -
166 + - X + - - + - -
167 + X XX + - - + - -
171 + - XX + + - + - -
175 + + X + + - + - -
204 ++ + + - - ++ ++ ++
232 + - XX + - - + - -

XX: zahlreiche positive FDZ ISH:  Zellen mit ausschlief3lichem |SH-Signal

++: zahlreiche positive blastoide Zellen IH: Zellen mit ausschlief3lichem IH-Signal

FDZ:

vereinzelt positive blastoide Zellen ISH/IH: doppelt markierte Zellen
vereinzelt positive FDZ

keine positiven Zellen

follikul&re dendritische Zellen




3. Eigene Untersuchungen 79

Abbildung 3.2.15: Graphische Darstellung der Verteilung einfach und doppelt
markierter Zellen in der Milz nach | SH/IH-Doppelmarkierung
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FZ-B: Follikelzentrum, blastoide Zellen
FZ-FDZ: Follikelzentrum, follikul&re dendritische Zellen
FR: Follikelrand
RP: rote Pulpa
ISH: Zellen mit ausschliefdichem ISH-Signal
IH: Zellen mit ausschliefdlichem IH-Signal
ISH/IH: doppelt markierte Zellen
+: vereinzelt positive Zellen
++: zahlreiche positive Zellen

3.2.2.3 Dinndarm

Bei der Auswertung der Doppelmarkierung im Darm wurden im Bezug auf Epithelien eine
Unterteilung in Krypten- und Zottenepithel vorgenommen. Die infiltrierenden Zellen der
Lamina propria wiesen in alen Mukosabereichen einen etwa gleich grof3en Anteil jewells
einzeln oder doppelt markierter Zellen auf.

Positive Zellen fanden sich bel allen untersuchten Katzen sowohl in Epithelien als auch in
infiltrierenden Zellen der Lamina propria (s. Abbildungen 6.15 und 6.16). Bei den positiven
infiltrierenden Zellen handelte es sich zum grofen Teill um lymphoide Zellen. Nur sehr
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wenige Makrophagen reagierten nach der Doppelinkubation positiv. Die Zellen wurden, so
weit moglich, anhand ihrer Morphologie differenziert (s.oben) (s. Abbildung 6.16). Das
Verhdltnis von positiven lymphoiden Zellen zu Makrophagen in der Lamina propria war
unabhéngig davon, ob die Zellen jewells einfach oder doppelt markiert waren.

Virale RNA konnte mit zunehmendem Abstand zu den basalen Epithelien immer seltener in
Epithelzellen nachgewiesen werden. Dieser Effekt war, weniger deutlich als fir virale RNA,
auch fur den Virus-Protein-Nachweis nachvollziehbar (s. Abbildung 6.15). Im Bereich der
Krypten fanden sich hauptséchlich doppelt markierte Epithelzellen (s. Abbildung 6.17).
Jeweils einfach markierte Zellen kamen ohne ersichtliche Gesetzmalligkeiten meist in
geringer Menge bel fast allen Katzen vor. Im Bereich der Zottenepithelien zeigte sich der
oben beschriebene Effekt (unterschiedliche Abnahme der ISH- und IH-Reaktion) darin, dass
im Vergleich zu den Epithelzellen der Krypten in den Epithelzellen der Zotten weniger
doppelt markierte Zellen zu finden waren. Nur immunhistologisch positive Zellen kamen in
den Zottenepithelien vermehrt vor. Epihelzellen, in denen ausschliefdich virale RNA
nachweisbar war, konnten im Zottenbereich so gut wie nicht mehr gefunden werden (s.
Abbildung 6.15).

Infiltrierende Zellen im Bereich der Lamina propria zeigten, aul3er bei zwei Katzen (Nr. 166
und 167), bei allen untersuchten Tieren in grof3er Menge positive Reaktionen. Doppelt
markierte Zellen waren dabei etwas haufiger zu sehen als jeweils einfach markierte Zellen (s.
Abbildung 6.16). Jewells einfach oder doppelt markierte Zellen waren ohne ersichtliche
Gesetzmaldigkeit auf die verschiedenen Schichten der Lamina propria verteilt.

Die Ergebnisse der ISH/IH-Doppelmarkierung sind in der Tabelle 3.2.16 detailliert
dargestellt. In Abbildung 3.2.17 erfolgt eine vergleichende graphische Darstellung des viralen
RNA- und viralen Protein-Nachweises im Dunndarm.



3. Eigene Untersuchungen 81

Tabelle.3.2.16: Vergleichende Darstellung desviralen RNA- und viralen Protein-

Nachweisesim Dinndarm nach IH/I SH-Doppelmarkierung

Katze Kryptenepithel Zottenepithel infiltrierende Zellen
Nr. ISH IH ISH/IH ISH IH ISH/IH ISH IH ISH/IH
157 + + ++ - ++ + ++ ++ ++
160 - - ++ - ++ + + + +
162 - + ++ + ++ + + + ++
163 + + ++ - + + + + ++
164 - ++ ++ - ++ + - ++ ++
166 + - ++ - + + + - -
167 + - ++ - + - + - -
171 + + ++ - + + + + +
175 ++ + ++ - + + ++ + ++
204 + + ++ - - + + + ++
232 - ++ + - ++ - + ++ +
- keine positiven Zellen ISH: Zellen mit ausschliefdlichem ISH-Signal
+: vereinzelt positive Zellen IH: Zellen mit ausschliefdichem IH-Signal

++: zahlreiche positive Zellen ISH/IH: doppelt markierte Zellen
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Abbildung 3.2.17: Graphische Dar stellung der Verteilung einfach und doppelt

markierter Zellen im Dunndarm nach | SH/IH-Doppelmarkierung
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+: vereinzelt positive Zellen

++: zahlreiche positive Zellen

3.224 Knochenmark

Bei der Doppemarkierung wurden im Knochenmark insbesondere Megakaryozyten den
blastoiden Zellen gegentbergestellt. Unter blastoiden Zellen sind ale unter 3.2.2.5
beschriebenen Zellarten zusammengefasst. Bel einer Katze (Nr. 175) lag kein Knochenmark
zur Untersuchung vor. Den grofdten Anteil unter den positiven blastoiden Zellen machten
solche aus, in denen ausschliefdich virale RNA nachgewiesen werden konnte. Bel allen
untersuchten Katzen kamen zusédtzlich nur immunhistologisch positive Zellen vor (s.
Abbildungen 6.18 und 6.20). 7 Katzen wiesen wenige doppelt markierte blastoide Zellen im
Knochenmark auf. Zu beachten ist, dass bel enem starken ISH-Signal die
immunhistologischen Prazipitate moglicherweise Uberlagert wurden und somit manche
doppelt markierten Zellen nicht als solche zu erkennen waren.

Bei alen untersuchten Katzen konnte in Megakaryozyten hauptséchlich virales Antigen
nachgewiesen werden. Meist war dies in zahlreichen Zellen mdglich (s. Abbildungen 6.18
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und 6.19). Bel zwei Katzen (Nr. 167 und 171) waren im Knochenmark zusétzlich sowohl
ISH-positive als auch doppelt markierte Megakaryozyten in geringer Menge zu erkennen.
Zwei weitere Katzen (Nr. 160 und 162) zeigten neben zahlreichen IH-positiven vereinzelt
doppelt markierte Megakaryozyten. Virale nachweisbare RNA war in der Regel im Zellkern
von positiven Zellen lokalisiert. Manche Megakaryozyten zeigten allerdings eine deutliche
zytoplasmatische ISH-Reaktion ohne Beteiligung des Zellkernes. Nachweisbare virae
Proteine waren stets im Zytoplasma von positiven Zellen zu sehen. Die Vertellung der beiden
Signale in der Zelle wurde bei Megakaryozyten aufgrund ihrer Grof3e besonders deutlich (s.
Abbildungen 6.21 und 6.22).

Die Ergebnisse der ISH/IH-Doppelmarkierung sind in der Tabelle 3.2.18 detailliert
dargestellt. In Abbildung 3.2.19 erfolgt eine vergleichende graphische Darstellung des viralen
RNA- und viralen Protein-Nachweises im Knochenmark

Tabelle3.2.18: Vergleichende Darstellung des viralen mRNA- und viralen Protein-
Nachweisesim Knochenmark nach IH/I SH-Doppelmarkierung

Katze Nr. blastoide Zellen Megakaryozyten
ISH IH ISH/IH ISH IH ISH/IH
157 ++ + - - + _
160 ++ + - - ++ +
162 + ++ + - ++ +
163 ++ + + - ++ -
164 ++ + + - ++ -
166 ++ + - - +
167 ++ ++ + + ++ +
171 ++ + - + + +
175* n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
204 ++ + + - +
232 + ++ + - ++ +
- keine positiven Zellen ISH: Zellen mit ausschliefdlichem I1SH-Signal
+: vereinzelt positive Zellen IH: Zellen mit ausschliefdichem IH-Signal
++: zahlreiche positive Zellen ISH/IH: doppelt markierte Zellen

n.d.:  nicht durchgefthrt
*: Knochenmark nicht in ausreichender Menge im Schnitt vorhanden
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Abbildung 3.2.19: Graphische Darstellung der Verteilung einfach und doppelt
markierter Zellen im Knochenmark nach ISH/IH-

Doppelmarkierung
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3.2.25 Thymus

Nach ISH/IH-Doppelmarkierung zeigten sich neben einer unterschiedlich grofen Zahl ISH-
positiver Zellen nur ganz vereinzelt immunhistologisch positive Zellen. Die Zahl der
Lymphozyten mit positivem viralem Antigennachweis war dabel nicht mit der Anzahl ISH-
positiver Zellen korreliert. Bei 6 der 11 nach Doppelinkubation untersuchten Katzen konnten
ganz vereinzelt zu in etwa gleichen Anteilen IH-positive oder doppelt markierte Zellen im
Thymusmark identifiziert werden. Die restlichen Katzen zeigten keine immunhistologischen
Reaktionen nach 1SH/IH-Doppelmarkierung. Mit einer Ausnahme (Katze Nr. 232) lagen die
Virusantigen-positiven Zellen mengenmaldig deutlich unter der Zahl von Lymphozyten, die
nach ISH positiv reagierten. Bei der Katze Nr. 232 befanden sich antigen-positive Zellen
vornehmlich im Thymusmark. Die Verteilung | SH-positiver Zellen zwischen Rinde und Mark

entsprach den Untersuchungen nach | SH-Einzelinkubation.
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Die Ergebnisse der ISH/IH-Doppelmarkierung sind in der Tabelle 3.2.19 detailliert
dargestellt. In Abbildung 3.2.20 erfolgt eine vergleichende graphische Darstellung des viralen

RNA- und viralen Protein-Nachweises im Thymus.

Tabelle3.2.19: Vergleichende Darstellung desviralen RNA- und viralen Protein-
Nachweisesim Thymus nach IH/I SH-Doppelmarkierung

Katze Nr. Medulla Kortex
ISH IH ISH/IH ISH IH ISH/IH

157 + + + ++ - -
160 + + - ++ - -
162 + + + + - -
163 + - + ++ - -
164 - + - ++ - -
166 + - - + - -
167 + - - + - -
171 + - - + B
175 - - - - - -
204 - - - ++ - -
232 + ++ + ++ - -

- keine positiven Zellen ISH: Zellen mit ausschliefdlichem I1SH-Signal

+: vereinzelt positive Zellen IH: Zellen mit ausschliefdlichem IH-Signal

++: zahlreiche positive Zellen ISH/IH: doppelt markierte Zellen
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Abbildung 3.2.20: Graphische Darstellung der Verteilung einfach und doppelt
markierter Zellen im Thymusnach I SH/IH-Doppelmarkierung
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Eine vergleichende Darstellung der in situ-Hybridisierung und gegebenenfalls der
Doppelmarkierung aller untersuchten Organe sowie der Ergebnisse der serologischen (AG-
Nachweis im Blut (Ruckstuhl, 2000)) und molekularbiologischen (Quantitative PCR
(TagMan)) Untersuchungen von Blut und Organen (Ruckstuhl, 2000) fir jede Katze einzeln
befinden sich im Anhang (s. 8.1) in tabellarischer Form.

Die beiden letzteren Untersuchungen wurden von Frau Ruckstuhl in Zirich durchgefihrt.



4. Diskussion 87

4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, in welchen Zellen im lymphatischen
Gewebe, im Knochenmark und im Darm der Katze produktive Virusvermehrung des FelLV
stattfindet und welche Vertellungsmuster sich daraus fir die einzelnen Organe ableiten lassen.
Dabei waren insbesondere follikuldre dendritische Zellen (FDZ) in Milz und Lymphknoten
als mogliche Orte der Virusantigenprasentation ohne Virusvermehrung von besonderem
Interesse. Immunhistologische Methoden zum Nachwels der FelV-Hauptstrukturproteine
gp70, p27 und p15E in Paraffinschnitten sind seit mehreren Jahren etabliert (Reinacher und
Theilen, 1987, Teebken-Schuler, 1993). Die Methodik wurde fir verschiedene
Fragestellungen eingesetzt. Hierbei interessierte besonders die differentielle Expression der
Virusproteine in einzelnen Geweben (Kovacevic et al., 1997; Kremendahl, 1998; Kipar et al.,
2000a). Da Uber den Nachweis von FeLV-Antigen allerdings, insbesondere bei FDZ, nicht
automatisch auf Virusvermehrung in positiv reagierenden Zellen geschlossen werden kann,
wurde nunmehr mittels RNA-in situ-Hybridisierung untersucht, inwieweit eine Transkription

des Virusgenoms in den verschiedenen Zellen und Geweben stattfindet.

4.1 Etablierung der Methode

Diein situ-Hybridisierung (ISH) wurde mit verschiedenen Digoxigenin-markierten Sonden an
fixierten Gewebeschnitten (Mesenteriallymphknoten, Milz, Dinndarm, Thymus und
Knochenmark) von 25 experimentell mit FeLV infizierten Katzen durchgefihrt. Um die
Transkription verschiedener Virusproteine untersuchen zu konnen, wurden Ribosonden
unterschiedlicher Polaritét verwendet. Der Nachweis von viraler DNA mittels markierter
DNA-Sonden (DNA-DNA-I1SH) wére fir die Fragestellung hinsichtlich der Virusvermehrung
unbrauchbar, weil mit diesen warscheinlich endogene FelLV-Sequenzen, virae
doppelstrangige DNA (dsDNA) nach der reversen Traskription und bereits ins Zellgenom
integriertes Provirus nachgewiesen wirden (s. 2.7). Gegeniber DNA-Sonden bieten RNA
Sonden auf3erdem den Vorteil, dass die Sonden mit gleicher Polaritét wie die virale mRNA
(positive Polaritdt) als Negativkontrollen verwendet werden konnen (Wilkinson, 1990;
Zurbriggen, 1993a). Die Sonden gegen Genomabschnitte der viralen Proteine gp70, p27 und
pl5E wurden gewahlt, weil eine starke Expression dieser, as Hauptstrukturproteine des

FelLV, zu erwarten war. Aul3erdem existieren Uber den immunhistol ogischen Nachwels dieser
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Proteine vergleichbare Untersuchungen (Kastner, 1992; Teebken-Schuler, 1993, Kremendahl,
1998, Kipar et al., 2000a). Die Verwendung einer Sonde gegen U3-RNA steht vor dem
Hintergrund, endogene FeL V-Sequenzen von exogenen Infektionen differenzieren zu kdnnen
(s. unten). U3 wird bei produktiver Virusvermehrung stets gemeinsam mit den dbrigen FeL V-
Genen transkribiert (s. 4.2).

Die positiven Reaktionen, die mit den verschiedenen Sonden in Zellen und Geweben der
untersuchten Katzen zu erzeugen waren, lassen nicht ohne weitere Uberlegungen den Schluss
auf produktive Virusvermehrung in diesen Zellen zu. Unter Berlicksichtigung des
Replikationszyklus von Retroviren (s. 2.7) und des Vorkommens endogener und ruhender
exogener FeL. V-Sequenzen in felinen Zellen (Todaro et al., 1973; Okabe et al., 1976) missen
verschiedene Reaktionsmuster in Betracht gezogen werden, bei denen Zellen auch ohne
produktive Virusvermehrung in der ISH positiv reagieren konnten.

Prinzipiell ist eine Hybridisierung von markierten RNA-Stangen an zellulére oder virale
dsDNA mdglich. Dafir ist es erforderlich, die Ziel-DNA im zu untersuchenden Préparat zu
denaturieren, was gewohnlich durch Erhitzen der Gewebe auf Uber 90°C vor der
Hybridisierung erreicht wird (Wilkinson, 1992; Leitch et al., 1994). DNA, die fur virale
Sequenzen kodiert, kommt in der FelLV-infizierten Zelle entweder in Form von nicht
integrierter oder bereits ins Zellgenom integrierter dsDNA vor (Roe et al., 1997; Goff, 2001).
Der Nachwels viraler dsDNA mittels der verwendeten Ribosonden ist alerding unter den
verwendeten Hybridisierungsbedingungen (s. 3.1.3.2) hochst unwahrscheinlich, weil zur
Hybridisierung der zelluldren DNA als Zielsequenz fur die ISH eine erheblich héhere
Schmelztemperatur benétigt wirde (Leitch et al., 1994). AuRerdem muissten an der
hybridisierten virdlen dsDNA die verwendeten Ribosonden beider Polaritéten binden und
somit auch die Negativkontrollen (plus-Strang RNA-Sonde) positive Signale erzeugen. Sehr
unwahrscheinlich wére eine Bindung der Sonden an einzelstréngige DNA-Abschnitte, die
wahrend der reversen Transkription in der Zelle vorliegen (Baltimore, 1970; Temin, 1971,
Stryer, 1991; Goff, 2001). Mdglicherweise kommt es wahrend der fortlaufenden reversen
Transkription zu erheblichen sterischen Behinderungen im Bereich der Zielsequenzen, die
nach eigener Ansicht eine Bindung der Sonden verhindern.

Bei der Infektion einer Zelle mit FeLV werden pro Virus zwei Kopien des viralen Genomsins
Zytoplasma der Zelle geschleust. Beide RNA-Strange besitzen die Polaritét von zelluléarer
MRNA und liegen jewells einzelstréngig vor (Coffin, 1979; Horzinek, 1985). Dadurch wéren
sie, ebenso wie Transkripte von integrierten viralen Sequenzen, bei der Virusvermehrung nur

mit den Nachweis-Sonden durch ISH zu detektieren. Eine Unterscheidung zwischen der
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Infektion einer Zelle und produktiver Virusvermehrung wére somit nicht moglich. In diesem
Zusammenhang ist die Zeitspanne zwischen Viruseintritt in die Zelle und der Umschreibung
der viralen RNA in dsDNA (reverse Transkription) von Bedeutung. Bel Temin und Baltimore
(1972) finden sich Angaben, dass die reverse Transkription unmittelbar nach Viruseintritt in
die infizierte Zelle beginnt. Uber den genauen zeitlichen Ablauf existieren in der Literatur
alerdings keine Angaben. Ebenso sind die auslésenden Signale fur den Beginn der reversen
Transkription bis heute noch nicht vollsténdig gekléart (Bohnlein et al., 1989; Das et al., 1999;
s. auch 2.7). Unklar ist auch, wieviele Viruspartikel eine Zelle gleichzeitig infizieren konnen,
das heisst, wieviele virale RNA-Genom-Einheiten prinzipiell gleichzeitig in einer Zelle
vorliegen konnen. Um von einem positiven ISH-Signal in einer Zelle auf produktive
Virusvermehrung schlief3en zu kénnen, spielen auf der einen Seite die Sensitivitét der 1SH
und auf der anderen Seite die Anzahl der viralen Transkripte in der Zelle bei produktiver
Virusvermehrung eine entscheidende Rolle. Bisher gibt es keine Methode, mit der man eine
Kopienzahl einer Nucleinsdurensequenz anhand der Stérke des | SH-Signales exakt berechnen
kann. Schétzungen Uber die Menge von bindenden Sonden im Gewebe stiitzen sich auf
Auszahlungen einzelner Signale nach ISH mit radioaktiv markierten Sonden (Leitch et al.,
1994). Die Angaben in der Literatur Uber die Sensitivitét von enzymatisch markierten Sonden
unterscheiden sich stark (Brahic, 1984; Burns et a., 1987; Hofler, 1987; Nichols et a., 1987,
Polac und McGee, 1990; Wilkinson, 1990; Zietz et al., 1991; Fleming et al., 1992). Bel den
eigenen Untersuchungen zeigten positiv reagierende Zellen meist ein deutliches Prézipitat,
das zu einer flachenhaften oder diffusen Anfarbung der Zelle fuhrte. Punktformige granulére
Strukturen, die auf den Nachweis einzelner bindender Sonden hinweisen wirden, wurden bei
den Auswertungen nicht gesehen. Das ISH-Signal in schwach angefarbten Zellen war
ebenfalls flachenhaft.

Leitch et al. (1994) sprechen bei einem Infektionsversuch von Lymphozyten mit Eppstein-
Barr-Virus von mehreren hundert viralen Kopien pro Zelle bel Vorliegen eines deutlich
positiven |SH-Signals. Berticksichtigt man eventuell auftretende postmortale, lagerungs- und
inkubationsbedingte Verluste der Zielsequenzen in den untersuchten Geweben, so ist der
Nachweis von enzelnen intra vitam vorhandenen Transkripten des FeLV as
unwahrscheinlich anzusehen (s. 2.13). AuRerdem wéren bel der Detektion einzelner bindender
Sonden in einer Zelle punktformige Prézipitate nach ISH zu erwarten. Es ist allerdings
festzuhalten, dass einem positiven 1SH-Signal keine bestimmte Anzahl an bindenden Sonden
im Gewebe zugeordnet werden kann. Die Aussage, ob eine Zelle positiv oder negativ reagiert,

ist demnach unter Berlicksichtigung eines nicht genau zu definierenden Grenzwertes von in
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der Zelle bindenden Sonden anzusehen. Das Fehlen eines sichtbaren Signales in einer Zelle
schliefdt deshalb nicht aus, dass eventuell eine geringe Anzahl von Zielsequenzen in der Zelle
vorliegen kann. Die Tatsache, dass bel den eigenen Untersuchungen nach I1SH keine einzelnen
granuldren Signale sondern stets mehr oder weniger diffuse Reaktionen in positiv
reagierenden Zellen gefunden wurden, 183 den Schluss zu, dass bei positiv reagierenden
Zellen eine grofée Anzahl an Sonden in diesen gebunden hat. Diese Vorstellungen decken sich
weitgehend mit Angaben Uber die Menge an synthetisierter retrovirder mRNA bel
produktiver Virusvermehrung. Coffin (1979) stellte in seinen Untersuchungen fest, dass bei
der Vermehrung von Retroviren die viralen RNA-Sequenzen ca. 1% der kompletten
zelluldren RNA-Synthese ausmacht.

Bel der Transkription des retroviradlen Genoms werden wahrend der Replikation prinzipiell
beide proviralen DNA-Strénge abgelesen. Allerdings wird dabei mehr RNA positiver
Polaritét, die als MRNA dienen kann, gebildet, als RNA Strange negativer Polaritéat (Goff,
2001). Die in geringerer Anzahl synthetisierten RNA-Strénge mufdten entsprechend ihrer
Polaritdt mit den Kontroll-Sonden nachweisbar sein. Die Anzahl dieser bindenden Sonden
scheint allerdings im Vergleich zu den Nachweis-Sonden unter der Detektionsgrenze der
durchgefiihrten 1SH zu liegen. Dies ergibt sich daraus, dass die Kontroll-Sonden bei den
eigenen Untersuchungen stets negativ reagierten und sich keine Unterschiede zu der
Inkubation ohne Sondenzusatz zum Hybridisierungsmix feststellen lief3en (s. 3.2.2).

Aufgrund der ausgefiihrten Uberlegungen kann unter den gegebenen Versuchsbedingungen
bei einem positiven ISH Signal in einer Zelle aller Wahrscheinlichkeit nach von produktiver

Virusvermehrung ausgegangen werden.

4.2  Nachweis proviraler Transkripte

Kommt es in einer FeLV infizierten Zelle zur Virusvermehrung, werden Transkripte der
provirdlen DNA fur zwel Funktionen bendtigt. Ein Tell der RNA wird ins Zytoplasma
geschleust und dient als Matritze zur Synthese der Strukturproteine des FeLV. Ein zweiter
Teil wird as virales Genom beim Zusammenbau des Virus in dieses eingebaut. Dabel werden
stets komplette Transkripte des Provirus gebildet. Die Transkription bricht erst im Bereich
zelleigener Sequenzen ab (Bohnlein et al., 1989; Das et a., 1999; Goff, 2001). Dies deckt sich
mit Angaben, dass env-Genprodukte erst posttranslational in die Strukturproteine gp70 und
pl15E gespalten werden (Bolognesi et al., 1978; Neil et al., 1980; Rojko et al., 1988).

Demnach mussten bei produktiver Virusvermehrung in gleichen Anteillen mRNA der
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einzelnen Strukturproteine in der Zelle vorliegen. U3-DNA musste al's beidseits flankierende
Sequenz des proviralen Genoms sogar in grofderer Menge transkribiert werden. Fir den
Nachweis der proviralen DNA-Transkripte mittels ISH wére zu erwarten, dass in einer Zelle
alle Anteile des Virusgenoms in gleicher Menge nachweisbar sind. Dies setzt allerdings
voraus, dass zum Nachweis verschiedener Genomabschnitte vergleichbare Sonden verwendet
werden. Die fur eigene Untersuchungen hergestellten Sonden zum Nachweis von gp70-, p27-,
pl15E- und U3-RNA sind mit dem Farbstoff Digoxigenin markiert. Laut Angaben des
Herstellers werden bei der Makierungsreaktion im Abstand von ca. 20 Basen markierte U-
DIG-Molekile in die Sonde eingebaut (DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7), Roche, Mannheim).
Aus den unterschiedlichen Langen der Sonden ergibt sich somit eine unterschiedliche Anzahl
an Bindungungsstellen fur den Anti-Digoxigenin-AK und letztlich eine unterschiedliche
guantitative Umsetzung der Farbstoffe NBT/BCIP pro bindender Sonde im Gewebe. Daneben
ist zu berticksichtigen, dass die Diffusionseigenschaften der Sonden ins fixierte Gewebe
mal3geblich durch die Lange der Sonde bestimmt sind (Oglesbee et al., 1986; Giaid et a.,
1989). Diese beiden Effekte durften bei den unterschiedlichen verwendeten Sonden zu jewells
anderer Sensitivitéat der 1SH gefuhrt haben. Allerdings existieren neben diesen noch zahlreiche
weitere nicht quantifizierbare Faktoren, die die Bindung einer Sonde in der Zelle
beeinflussen. Leitch und Mitarbeiter (1994) beschreiben sogar Schwankungen der
Bindungseigenschaften bei gleichartigen Zellen, die im Préparat unmittelbar nebeneinander
liegen. Die Sonden gegen gp70- (409 Basen) und p27- (410 Basen) RNA waren in einer
vergleichbaren Anzahl von Zellen nachweisbar. Vergleicht man die Signale nach Inkubation
mit der U3- (184 Basen) und pl5E- (207 Basen) Sonde, lasst sich ebenfalls eine nahezu
gleiche Sensitivitét der ISH feststellen. Diese liegt allerdings deutlich unter der nach I1SH mit
den Sonden gp70 oder p27. Indem die Sonden als Gemisch in der ISH verwendet wurden
(gp70-ges. + gp70-B (ISH) oder gp70-ges. + gp70-B + p27 (1SH/IH-Doppelmarkierung)),
konnte die Sensitivitat der ISH gesteigert werden. Das Verteilungsmuster positiv reagierender
Zellen in den einzelnen Organen war dabel fur alle Sonden oder Sondenkombinationen

vergleichbar.

4.3 Virusreplikation, Antigen- und/oder RNA-Nachweis

Bei den eigenen Untersuchungen konnten in verschiedenen Zellen und Geweben virale RNA
und virale Proteine sowohl einzeln als auch gleichzeitig in derselben Zelle nachgewiesen

werden. Bei bestimmten Zellarten (z.B. Megakaryozyten) bzw. Entwicklungsstadien von
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Zellen (z.B. Enterozyten) konnten Gesetzméafdigkeiten bezlglich des Auftretens von ISH- und
IH-Signalen ermittelt werden. Im Zustand produktiver Virusvermehrung ist zu erwarten, dass
sowohl virale Proteine als auch virale RNA in so grof3er Menge synthetisiert werden, dass sie
in der Zelle parallel nachweisbar sind.

Unmittelbar post mortem setzen im Organismus autolytische Prozesse ein, bel denen es nach
Jackson und Wunner (1991) durch Ribonukleasen zum schnelleren Abbau von RNA als durch
Proteasen von Proteinen in der Zelle kommt. Vermutlich spielt dieser Effekt bel den eigenen
untersuchten Katzen eine untergeordnete Rolle, weil die Organe unmittelbar post mortem in
Paraformaldehyd fixiert wurden, wodurch enzymatische Reaktionen gestoppt werden.
Betrachtet man den Replikationszyklus von Retroviren, ist vorstellbar, dass in einer frihen
Phase der Virusvermehrung schon zahlreiche provirae Transkripte in der Zelle vorliegen,
virale Strukturproteine aber noch nicht in gréf3erem Menge synthetisiert wurden (Bourne,
1983; Zurbriggen et al., 1993b). Liegt die Antigenmenge unter der Detektionsgrenze der 1H,
wurden virusvermehrende Zellen nur im RNA-Nachweis positiv reagieren. Auf der anderen
Seite finden sich ist in der Literatur Angaben Uber eine Uberproduktion von inneren
Strukturproteinen in FeLV infizierten Zellen (Gardner et al., 1971; Hardy., 1982). Ein Tell der
inneren Strukturproteine verbleibt dabei, ohne fir den Virusaufbau genutzt zu werden, im
Zytoplasma virusvermehrender Zellen (Hardy, 1982). Besonders eindrucksvoll a3t sich dies
an Blutausstrichen FeLV-infizierter Katzen nachvollziehen, in denen reife Thrombozyten
eindeutig als Virusantigen-positiv identifiziert werden konnen (Hardy et al., 1973b). Eine
aktuelle Virusvermehrung ist bei Thrombozyten des stréhmenden Blutes aber auszuschlief3en.
Vom FelLV ist der starke Tropismus zu mitotisch aktiven Zellen schon seit langerem bekannt
(Temin, 1971; Blakeslees und Rojko, 1985; Miller et a., 1990; Roe et al., 1993). In den
eigenen Untersuchungen konnte in verschiedenen Geweben eine deutliche Abnahme oder ein
Verlust nachweisbarer viraler RNA mit der Differenzierung und Alterung von Zellen
beobachtet werden (s. 3.2.2.3-3.2.2.5). Virale Proteine sind demgegeniber haufig auch in
enddifferenzierten und alten Zellen zu detektieren (Hoover et a., 1977b; Rojko et al., 1978;
Késtner, 1992; Teebken-Schuler, 1993). Bel Untersuchungen an Ratten konnte in Verbindung
mit viralen Infektionen eine zelltypenabhangige Regulation der Virustranskription und -
trandation aufgrund des Differenzierungsgrades von Zellen festgestellt werden (Schneider-
Schaulies et al. 1989, 1993). Obwohl derartige Mechanismen fur FeLV in der Literatur nicht
beschrieben sind, konnten sie dennoch urséchlich an den Differenzen zwischen der
Expression viraler Antigenen und der Transkription der virdlen DNA trotz produktiver

Virusvermehrung beteiligt sein.
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Der dleinige Nachweis von viralem Antigen in bestimmten Zellen, insbesondere in
Thrombozyten, ist auch ohne Virusvermehrung in diesen zu erklaren. Wie andere innere
Strukturproteine kann p27 auf3er bel produktiver Virusvermehrung im Zytoplasmavon FeLV-
infizierten Zellen in grofRerer Menge nachgewiesen werden, ohne dass diese fur den Aufbau
von kompletten Viruspartikeln genutzt werden (Hardy et al., 1973b; Hardy, 1982).

Die Présentation von Antigen auf der Zelloberflache ohne Aufnahme des Virusin die Zelle ist
von verschiedenen antigenprasentierenden Zellen (Langerhans-Zellen, interdigitierende
Zellen, follikulére dendritische Zellen, B-Zellen) bekannt (Lydyard und Grossi, 1995b).
Insbesondere bei interdigitierenden Zellen im lymphatischen Gewebe ist die Antigenretention
ohne produktive Virusvermehrung anzunehmen. Teebken-Schuler (1993) konnte in ihren
Untersuchungen bel zahlreichen Katzen virale Strukturproteine in interdigitierenden Zellen
nachweisen. In diesen Zellen konnten bei keiner der 25 untersuchten Katzen bei eigenen
Untersuchungen virale RNA detektiert werden. Virales Antigen war allerdings auch bel den
eigens untersuchten Katzen in IDZ nach Doppelinkubation zu sehen. Im Gegensatz dazu
zeigten follikuldre dendritische Zellen neben positivem Antigen-Nachweis auch deutliche
ISH-Signale, die auf Virusvermehrung in diesen Zellen schlief3en lassen (s. auch 3.2.3.1,
3.23.2).

Nach Aufnahme von Viruspartikeln, antigenen Determinanten oder Antigen-Antikorper-
Komplexen durch Zellen des mononukledren Phagozytensystems (Male und Roitt, 1995) ist
es denkbar, dass virale Antigene in diesen Zellen isoliert nachweisbar sind.

Bei der Interpretation eigener Untersuchungen im Bezug auf doppelt oder jeweils einfach
markierte Zellen ist zu berlicksichtigen, dass bei eéinem starken 1SH-Signal durch die diffuse

Anférbung der Zellen moglicherwel se immunhistol ogische Prézipitate Uberdeckt wurden.

4.4  Verteilung viraler RNA und viraler Proteine in den Organen

In den untersuchten Lymphknoten stellen die Follikelzentren, der Parakortex und die
Medulla die Hauptorte der Virusvermehrung dar. Das ist an einer grof3en Anzahl ISH-
positiver Zellen zu erkennen. Trotz der unterschiedlichen Reaktionsintensitét der einzelnen
Sonden ist diese Vertellung fur gp70-, p27-, p15E- und U3-RNA erkennbar.

In den Follikelzentren waren hauptsachlich mononuklegre Zellen nach ISH positiv. Die
Tatsache, dass die Follikel B-Zell-Areale darstellen (Fossum et al., 1985; Pellas et al., 1990;
Blue et a., 1981), sowie die Gestalt der 1SH-positiven mononukledren Zellen, lassen darauf

schlieffen, dass es sich bei diesen Zellen vornehmlich um B-Lymphozyten handelt. Ein
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geringer Anteil wird moglicherweise von Makrophagen und CD4" T-Zellen gebildet. Dieses
Ergebnisse stimmen mit Untersuchungen von Rojko und Mitarbeitern (1979, 1982) Uberein,
die follikuldre B-Lymphozyten as die fur die Virusreplikation wichtigste Zellart im
Lymphknoten persistent FeL V-infizierter Katzen ansehen. Verwunderlich ist das Auftreten
einiger blastoider runder Zellen in den Follikelzentren, in denen nur virales Antigen
nachweisbar war. Bei diesen Zellen kdnnte es sich um B-Lymphozyten handeln, die virales
Antigen ohne Infektion der Zelle présentieren. Die Antigenprésentation durch B-Zellen ohne
Phagozytenfunktion ist in der Literatur beschrieben (Lydyard und Grossi, 1995). AulRerdem
ist es denkbar, dass es sich bei den nur immunhistologisch positiven Zellen um Makrophagen
handelt, die Antigen phagozytiert haben. Makrophagen in den Follikelzentren waren bei den
eigenen Untersuchungen morphologisch nur sehr eingeschrankt zu differenzieren. Das Fehlen
als doppelt markiert erkennbarer B-Lymphozyten 183 sich durch das in der Regel starke I1SH-
Signal erkléren, das sich sowohl auf die Zellkerne als auch auf das Zytoplasma erstreckte und
auf eine starke Virusvermehrung in diesen Zellen hindeutet. |mmunhistologische Prézipitate,
die auch bei anderen Untersuchungen (Teebken-Schuler, 1993) in B-Lymphozyten feststellbar
waren, wurden dadurch wahrscheinlich tberdeckt. Bei dem Auftreten nur immunhistologisch
positiver Zellen missen unterschiedliche Infektionszeitpunkte oder Replikationszustande der
Zéelllinien aber auch jeder einzelnen Zelle beriicksichtigt werden. Nach Beendigung der
Virusreplikation in ener infizierten Zelle sind mdglicherweise Reste von bereits
synthetisiertem Antigen immunhistol ogisch nachweisbar. Eine produktive Virustranskription,
die zu einem ISH-Signal fuhren wirde, wére allerdings zu diesem Zeitpunkt wahrscheinlich
nicht mehr vorhanden. In infizierten Zellen, in denen eine persistente Infektionsform ohne
vorherige Virusvermehrung vorliegt, waren weder ein ISH- noch ein IH-Signal zu erwarten.

Entsprechend den Ergebnissen von Teebken-Schuler (1993) fanden sich in den
Follikelzentren der Lymphknoten meist zahlreiche follikulére dendritische Zellen (FDZ), die
auf ihren sternférmigen Zytoplasmafortséatzen virales Antigen prasentierten. FDZ sind in der
Lage, Uber Fc- und C3-Rezeptoren Antigen-Antikorperkomplexe zu binden, die extrazellulér
und in geldstem Zustand in Lymphfollikeln vorliegen. Durch die Antigenretention kénnen
follikuldre B-Lymphozyten Uber einen langen Zeitraum stimuliert werden (Nossal et a.,
1968b; Hanna et al., 1970; Mandel et al., 1981; Witmer und Steinmann, 1994; Roitt et al.,
1989). Zusétzlich zu den zahlreichen immunhistol ogisch positiven FDZ fanden sich bei 6 der
10 nach ISH/IH-Doppelmarkierung untersuchten Katzen wenige doppelt markierte FDZ in
den Follikeln. Der Nachweis von viraler RNA lasst auf eine Infektion von FDZ mit
anschlief3ender Virusvermehrung schlief3en. Im Gegensatz zur Milz (s. unten) scheint die
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Virusreplikation in FDZ im Lymphknoten entweder nur auf einem niedrigen Niveau
stattzufinden oder nur einzelne Zellen zu betreffen. Teebken-Schuler (1993) konnte bel ihren
Untersuchungen in FDZ signifikant groéfiere Mengen an p27- als gp70-Antigen feststellen. Im
Bezug auf den RNA-Nachweis von gp70 und p27 existieren bei den eigenen untersuchten
Katzen adlerdings keine Unterschiede. Maoglicherweise stellen  die  produktive
Virusvermehrung in FDZ und die selektive Antigenretention durch diese Zellen zwei
unabhangige Ablaufe dar, die zu Mengenunterschieden beim immunhistologischen Nachweis
von gp70 und p27 fohren. Eine Virusreplikation in FDZ zusammen mit einer
Antigenretention durch FDZ wirde das Auftreten zahlreicher IH-positiver und zusétzlich
einiger doppelt markierter Zellen bei den eigenen untersuchten Katzen erkléaren. Erstaunlich
Ist, dass der Anteil von FDZ, in denen entsprechend den oben genannten Ausfihrungen
Virusreplikation angenommen wird, bei den untersuchten Katzen mit positivem ISH-Signal in
den Keimzentren nicht konstant war. Sogar innerhalb eines Lymphknotens konnten
geringgradig unterschiedliche Verteilungsmuster positiv reagierender Zellen auftreten. In dem
Lymphknoten einer Katze (Nr. 175) fanden sich einzelne Lymphfollikel, in denen
vornehmlich FDZ nach ISH positiv reagierten (s. Abbildung 6.6). Andere Lymphfollikel
deselben Lymphknotens zeigten alerdings die Ubliche Dominanz von |SH-positiven B-
Lymphozyten in den Follikel zentren des Lymphknotens.

In den Randbereichen der Follikel der untersuchten Lymphknoten konnten virusvermehrende
Zellen nicht bei allen Katzen und dann auch nur in geringer Menge nachgewiesen werden.
Die meist komplett negativen Randbereiche der Follikel nach Inkubation mit der p15E- und
der U3-Sonde weisen auf ein niedriges Replikationsniveau der positiven Zellen hin.
Wahrscheinlich konnten nur mit den Sonden gp70 und p27 aufgrund deren hoheren
Sensitivitdt im Vergleich zu p15E und U3 sichtbare 1SH-Reaktionen erzeugt werden. Nach
|SH/IH-Doppelinkubation waren bis auf eine Ausnahme in den Randbereichen der Follikel
keine viralen Antigene nachweisbar. Vermutlich liegt die vorhandene Antigenmenge bei den
| SH-positiven Zellen unterhalb der Detektionsgrenze. Aulerdem ist eine Uberlagerung der
Signale mit dem Verlust der Erkennbarkeit der immunhistol ogischen Reaktion auch in diesem
Fall nicht auzuschlief3en. Offen bleibt die Frage, warum FeLV fir Lymphozyten in dieser
Lokalisation im Vergleich zu anderen Regionen des L ymphknotens einen geringen Tropismus
aufweist. Erstaunlicherweise konnten in den Randbereichen der Follikel von Milz und
Lymphknoten weder positiv noch negativ reagierende Zellen in der Gestalt von FDZ
identifiziert werden. Diese Beobachtung deckt sich mit Untersuchungen am lymphatischen

Gewebe nach einer HIV-Infektion. Im Gegensatz zu nicht infizierten Lymphknoten konnten
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dabei mittels zellspezifischer Marker fir FDZ (R4/23) das Verschwinden dieser Zellen
demonstriert werden (Naim et a.,1983; Stein et al., 1991).

Der Parakortex und die Medulla der Lymphknoten stellen hauptséchlich T-Zellen enthaltende
Bereiche dar (Fossum et al., 1985; Pellas et al., 1990; Blue et al., 1991). Aul3erdem befinden
sich in diesen Lokalisationen zahlreiche interdigitierende Zellen (IDZ), die als
antigenprésentierende Zellen fungieren und bevorzugt in den zentralen Bereichen des
Parakortex anzutreffen sind (Van Rooijen, 1987). Uber zahlreiche Zytoplasmafortsitze stehen
sie mit anderen IDC sowie T-Lymphozyten in Kontakt (Friess, 1976; Fossumet al., 1985).
Neben diesen Zellen kommen in den extrafollikuldren Bereichen des Lymphknotens
zahlreiche Makrophagen vor (Fossum et al., 1985; Pellas et al., 1990; Blue et a., 1991).

Bel den eigenen Untersuchungen konnten bei fast allen Katzen zahlreiche virusvermehrende
Zellen in Parakortex und Medulla gefunden werden. Es handelte sich bei den positiv
reagierenden Zellen zum grofdten Teil um Lymphozyten. Wenige | SH-positive Zellen hatten
die Morphologie von Makrophagen. Diese Verteilung lie3 sich fur ale 1SH-Sonden
nachvollziehen, wobei die geringere Sensitividt der pl5E- und U3-Sonden an einer im
Vergleich zu gp70 und p27 geringeren Anzahl positiver Zellen zu erkennen war. Diese
Ergebnisse widersprechen anderen Untersuchungen, bel denen in felinen T-Zellen keine
FelL V-Replikation vermutet wurde (Rojko et al., 1979; Rojko und Olsen., 1984). Hoover und
Mitarbeiter (1981) konnten in Makrophagen virdmischer Katzen die Replikation von FeLV
nachweisen. Bei in vitro Studien war es moglich, Makrophagen mit humanen Lentiviren zu
infizieren, die das Virus im Anschluss vermehrten (Meltzer et a., 1990).
Erstaunlicherweise fanden sich im Parakortex und in der Medulla etwa gleiche Anteile jewells
einfach oder doppelt markierter Zellen. Die Phagozytose von Viruspartikeln, der zeitlich
unterschiedliche Abbau von viralen Proteinen und Nukleinsduren sowie unterschiedliche
Nachweisgrenzen der ISH und der I1H stellen mdgliche Erklérungsansétze dar (s. 4.3).

Die Antigenprasentation durch IDZ konnte in verschiedenen Untersuchungen nachgewiesen
werden. Allerdings zeigten diese Zellen im Vergleich zu FDZ ein vergleichbar schwéacheres
immunhistologisches Signal (Rojko et al., 1978, Teebken-Schuler, 1993). In den eigenen
Untersuchungen waren immunhistologische Prézipitate in IDZ nur andeutungsweise zu
erkennen. Virdle RNA konnte allerdings in IDZ bei keiner der untersuchten Katzen
nachgewiesen werden. Die wahrscheinlichste Erklarung fir dieses Ergebnis ist eine
Antigenprasentation durch IDZ ohne Infektion und produktive Virusvermehrung. Dies wirft
die Frage auf, warum FDZ und IDZ im Lymphknoten trotz ihrer vergleichbaren Funktion als

antigenprasentierende Zellen sich im Bezug auf die Virusvermehrung unterschiedlich
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verhalten. Mdgliche Ursachen konnten in der wahrscheinlich unterschiedlichen Abstammung
begriindet liegen, die fir FDZ bis heute nicht als gesichert anzusehen ist (s. 2.13). IDZ gehen
aus Vorlauferzellen des Knochenmarks hervor und werden dem mononukledren
Phagozytensystem zugeordnet (Lydyard und Grossi, 1995a). Denkbar ist auch, dass die
unterschiedlichen Rezeptoren, mit denen FDZ und IDZ Antigen préasentieren (s. 2.13), fur die
Infektion und Vermehrung von FeLV eine Rolle spielen. Die Klérung dieser Fragen bedarf
allerdings weiterer Untersuchungen.

Auch in der Milz der untersuchten Katzen stellten Zellen in den Keimzentren den Hauptort
der produktiven Virusvermehrung dar. Dies bestétigt die Ergebnisse verschiedener Arbeiten,
in denen die germinativen Zentren der Milzfollikel aufgrund ihres starken Antigengehaltes as
Hauptort der FeLV-Replikation angesehen wurden (Rojko et a., 1978, 1979; Reinacher,
1987a; Hayes et a., 1989; Kastner, 1992; Teebken-Schuler, 1993). In den Keimzentren
befinden sich, wie auch in den Zentren der Follikel in den Lymphknoten, hauptséchlich B-
Lymphozyten, die zwischen ein Netzwerk aus zahlreichen FDZ eingelagert sind. T-
Lymphozyten sind vorwiegend im Bereich des PALS in unmittelbarer Umgebung der
Zentralarterie, in der Marginalzone der Follikel und in der roten Pulpa anzutreffen. Vereinzelt
koénnen sie auch zwischen die Zellen der Follikelzenten eingestreut vorliegen (Wittmer und
Steinmann, 1984; Eikelenboom et al., 1985; Fossum et al., 1985; Roitt et a., 1989; Blue et al.,
1991).

Im Gegensatz zu den untersuchten Lymphknoten handelte es sich bel der Uberwiegenden Zahl
|SH-positiver Zellen in den Keimzentren der Milz um FDZ. FDZ wurden in der 1SH/IH-
Doppelmarkierung blastoiden Zellen gegeniibergestellt. Sie kamen zahlreich bei 8 und
vereinzelt bei 2 der 11 nach Doppelmarkierung untersuchten Katzen in dieser Lokalisation
vor. Die Virusvermehrung in FDZ war mit alen untersuchten 1SH-Sonden nachweisbar,
wobel sich die unterschiedliche Sensitivitdt der Sonden, wie bereits diskutiert, von der
unterschiedlichen Anzahl positiv reagierender Zellen ableiten l&sst. Bei der ISH/IH-
Doppelmarkierung konnten in den meisten FDZ virades Antigen und virale RNA parallel
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse decken sich weitgehend mit denen von Kastner
(1992), die bei zahlreichen FDZ in der Milz sowohl intrazytoplasmatisch as auch
oberflachenassoziiert virales Antigen nachweisen konnte. Mononukledre Zellen in den
Keimzentren zeigten fast ausschliefdlich ISH-positive Reaktionen. Im Vergleich zu den
untersuchten Lymphknoten kamen sie in den Keimzentren der Milz in geringerer Anzahl vor.

Wie auch in den untersuchten Lymphknoten ist bei beiden Zellarten von einer Vermehrung



4. Diskussion 98

des FeLV auzugehen. Die Tatsache, dass in FDZ im Gegensatz zu mononukledren Zellen
héufiger virales Antigen paralel zu viraler RNA nachgewiesen werden konnte, spricht fir die
These, dass Antigenprasentation und Virusvermehrung in FDZ unabhangig und gleichzeitig
ablaufen kdnnen (s. oben). Der positive Antigennachweis und die Art der positiv reagierenden
Zellen in den Keimzentren der Milz steht in Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von
Rojko und Mitarbeitern (1978, 1979) und Teebken-Schuler (1993). Im Gegensatz zu den
untersuchten Lymphknoten ist festzuhalten, dass FDZ in der Milz signifikant haufiger
Anzeichen einer produktiven Virusvermehrung aufwiesen. Anders als bel den untersuchten
Lymphknoten waren die Reaktionen der Keimzentren in der Milz in der untersuchten
Katzenpopulation im Hinblick auf die Vertellung von FDZ und B-Lymphozyten einheitlicher.
Unterschiedlich reagierende Keimzentren konnten in den untersuchten Milzen, insbesondere
bei der Katze Nr. 175, nur in sehr geringem Malie festgestellt werden. Fir das Auftreten
jewells einfach markierter Zellen nach Doppelinkubation sei auf die Erklarungsansétze bei der
Diskussion der Lymphknoten verwiesen.

Der Randbereich des Follikels stellt die Verbindungszone zwischen weil3er und roter Pulpa
dar, in der sich neben Makrophagen kleine Mengen an T- und B-Lymphozyten befinden. Ein
Teil der Makrophagen (sogenannte marginale Metallophile) sind auf die Antigenprésentation
spezidisiert (Eikelenboom et al., 1985; Roitt et al., 1985).

Positive Zellen traten nach Auswertung der ISH fir die unterschiedlichen Sonden in den
Randbereichen der Follikel nur vereinzelt und auch nur bei 12 der 25 untersuchten Katzen
auf. p15E- und U3-RNA waren dabei nur bei 4 bzw. 3 der untersuchten Katzen nachweisbar.
Dies spricht fUr einen geringen Tropismus im Bezug auf die Vermehrung von FelLV flr
Zellen in dieser Lokalisation. In Abbildung 6.12 erkennt man sowohl Makrophagen als auch
Lymphozyten, die positive | SH-Reaktionen aufweisen oder doppelt markiert sind. Uber den
Funktionszustand von Lymphozyten, in denen nur virale Proteine nachweisbar sind, sei auf
die Erklérungsansdtze bei der Diskussion der Lymphknoten verwiesen (unterschiedliche
Infektionszeitpunkte und Replikationszusténde). Im Bezug auf die oben erwahnten
speziaisierten Makrophagen (marginale Metallophile) in den Randbereichen der Follikel lief3
sich keine spezifische Reaktivitét bei dem Nachweis von viralem Protein oder viraler RNA
feststellen. Antigenprésentation und Virusvermehrung scheinen demnach in diesen Zellen,
wie auch fur die FDZ vermutet, parallel abzulaufen.

Im Bereich der PALS, in dem sich Uberwiegend T-Lymphozyten ansiedeln, konnte ein mit
den Randbereichen der Follikel vergleichbar niedriges Niveau an Virusreplikation festgestellt

werden. Diese Ergebnisse decken sich mit Untersuchungen von Teebken-Schuler (1993), bel
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denen vereinzelt virales Protein in den Marginalzonen und den PALS nachweisbar war. FUr
eine Antigenretention oder nachweisbare Antigenprésentation durch T-Lymphozyten gibt es
demnach in der Milz keine Anhaltspunkte.

Ahnlich wie im Lymphknotenmark befinden sich in der roten Pulpa der Milz zahlreiche
Makrophagen, deren Hauptaufgabe die Phagozytose verbrauchter Erythrozyten ist (Blue und
Weiss, 1991). AulRerdem siedeln sich in der roten Pulpa zahlreiche B-Lymphozyten und
vereinzelt T-Lymphozyten an (Pellas und Weiss, 1990). Fur alle drei Zellarten konnten in
anderen Lokalisationen der Milz und auch im Lymphknotenmark eine Vermehrung des FelL.V
nachgewiesen werden. Auch hier ist, wie in anderen Organen, eine unterschiedliche
Reaktivitét der gleichen Zellarten abhéngig von deren Lokalisation in den einzelnen Geweben
feststellbar.

Der Virus- oder Antigennachweis in Megakaryozyten, hamatopoetischen Vorlauferzellen und
Granulozyten in der Milz ist in der Literatur haufig beschrieben (Rickard et al., 1968; Hertz et
a., 1970; Hoover et a., 1974; Hardy et a., 1973a; Rojko et al., 1978, 1979). In den eigenen
Untersuchungen konnten diese Zellen auf Grund der haufig starken Blutfulle der Milz nicht
eindeutig identifiziert werden.

Die Schleimhaut des Margen-Darm-Traktes stellt einen Hauptort fir die Vermehrung von
FeLV im Organismus dar. Durch den Tropismus zu epithelidlen Geweben wird die
horizontale Ubertragung des FeLV ermdglicht (Jarrett et al., 1973c; Hardy et al., 1973a;
Francis et a., 1977; Hoover et a., 1977a). Der Tropismus von FeLV fir mitotisch aktive
Zellen, die in den basalen Schichten des Darmes, wie auch in anderen epithelialen Geweben,
vorkommen, wurde in zahlreichen Untersuchungen bestétigt (Jarrett et al., 1973c, Rojko et dl.,
1978, 1979; Reinacher und Thellen, 1987; Kastner, 1992; Kovacevic et a., 1997;
Kremendahl, 1998; Kipar et a., 2000a). In den eigenen Untersuchungen an
Dunndarmabschnitten konnte der Hauptort der FeLV Replikation im Kryptenepithel
lokalisiert werden. Bei allen Katzen, bei denen das Darmepithel positive |SH-Reaktionen
aufwies, war in nahezu allen Kryptenepithelzellen Virusvermehrung nachweisbar. Diese
starke Vermehrung von FeLV im Darm deckt sich nicht mit Ergebnissen von Jarrett et al.
(1973b), der in seinen Untersuchungen bel FeL V-infizierten Katzen elektronenmikroskopisch
nur wenige Viruspartikel im Darm nachweisen konnte. Zu beriicksichtigen ist allerdings, dass
die Aussagekraft der Elektronenmikroskopie nicht ohne weiteres mit der der ISH zu
vergleichen ist. Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen sind lediglich komplette

Viruspartikel beim Virusbudding oder frei im Darmlumen nachweisbar. Die Synthese des
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Virus kann mit dieser Methode, wenn Uberhaupt, erst zu einem sehr spaten Zeitpunkt der
Virusreplikation erfasst werden.

Mit zunehmendem Abstand zu den proliferierenden Zellen an der Basalmembran
differenzieren sich die Zellen der Darmschleimhaut, verlieren ihre Mitoseaktivité und
nehmen sekretorische und resorptive Funktionen auf, bis sie als verbrauchte Zellen an den
Spitzen der Zotten ins Darmlumen abgegeben werden (Liebich, 1993). Dieser physiologische
Vorgang scheint Auswirkungen auf die Virusvermehrung zu haben. Eine kontinuierliche
Abnahme der Menge an nachweisbarer virder RNA mit der Alterung der Epithelzellen
konnte fur alle benutzten |SH-Sonden gezeigt werden. Dieser Effekt war auch im Bezug auf
die Nachweisbarkeit von viralem Antigen zu erkennen. Dabei zeigte allerdings das ISH-
Signal eine schnellere Abnahme als das IH-Signal. Ergebnisse anderer immunhistol ogischer
Untersuchungen am Darm nach FelLV-Infektion bestdtigen dieses Vertellungsmuster in
Krypten- und Zottenepithel. Bei diesen Untersuchungen waren im Darm starke zellspezifische
Unterschiede im Bezug auf den immunhistologischen Nachweis von gp70, p27 und p15E zu
erkennen (Teebken-Schuler, 1993; Kremendahl, 1998). Auf viraler RNA-Ebene konnten
solche Unterschiede bei eigenen Untersuchungen nicht festgestellt werden. Es zeigte sich
lediglich erneut die unterschiedliche Sensitivitét der einzelnen |SH-Sonden an der jeweiligen
Anzahl positiv reagierender Zellen.

Die zu beobachtende konstante Abnahme nachweisbarer viraler Proteine und viraler RNA
wahrend der Wanderung der Enterozyten zur Zottenspitze kdnnte damit zusammenhangen,
dass zwar die Virusreplikation eingestellt wird, Strukturproteine und virale RNA aber noch in
grolkerer Menge in den infizierten Zellen vorliegen. Durch den unterschiedlich schnellen
Abbau von Proteinen und Nukleinsduren (Jackson und Wunner, 1991) konnten die
Unterschiede zwischen ISH und IH-Reaktion im Bereich der Zottenepithelien erklart werden.
Mononukledre Zellen in der Lamina propria reagierten nach ISH fir alle untersuchten Sonden
in vergleichbarem Mal3e positiv wie die Epithelzellen des Darmes. Vier der untersuchten
Katzen zeigten trotz positiver Befunde in den Epithelzellen keine positiv reagierenden Zellen
im Bereich der Lamina propria. Bel diesen Katzen waren allerdings nur schwache Reaktionen
in den Epithelzellen zu sehen. Eventuell lag der virdle RNA-Gehalt in den Infiltratzellen
dieser Katzen unter der Nachweisgrenze der 1SH.

Die ISH-positiven Zellen in der Lamina propria des Darms konnten anhand ihrer
Morphologie als Lymphozyten charakterisiert werden. Makrophagen waren in der Lamina
propria der untersuchten Katzen nur sehr vereinzelt vorhanden und fielen deshalb bei der

Betrachtung |SH-positiver Zellen nicht ins Gewicht. Diese Ergebnisse entsprechen
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Untersuchungen von Kremendahl (1998). Hier reagierten im Darm von Katzen ohne
bakterielle Sekundarinfektionen Uberwiegend Lymphozyten fir den viraen Proteinnachweis
positiv.

Nach ISH/IH-Doppelmarkierung zeigten sich zusétzlich zu I1SH-positiven Zellen solche mit
alleinigem viralen Proteinnachweis. In manchen I SH-positiven Zellen konnten parallel virale

Proteine nachgewiesen werden.

In der Literatur wird die Beteiligung des Knochenmarkes an einer FeLV-Infektion bel
nahezu 100% der untersuchten Katzen beschrieben (Gardner et al., 1971; Jarrett et al., 1973b;
Rojko et a., 1978; Reinacher und Theilen; 1987; Kastner, 1992). Bei dem Nachweis der
Strukturproteine p27 und gp70 ergab sich dabei zelltypabhangig eine deutliche differenzielle
Expression dieser viralen Antigene (Hoover et a., 1977b; Rojko et al., 1978; Teebken-
Schuler, 1993). Bei den eigenen Fallen konnte bei ca. 75% der Katzen im Knochenmark 1SH-
positive Zellen gefunden werden. Betrachtet man einzelne Zellen oder Zelllinien, werden
erhebliche Unterschiede zwischen dem Nachweis von viralem Antigen und dem Nachweis
produktiver Virusvermehrung mittel ISH deutlich. Megakaryozyten werden in der Literatur
als die Zellen des Knochenmarks mit der deutlichsten Reaktion nach IPO beschrieben (Laird
et a., 1968a, 1968b; Rickard et al., 1968, 1969). Auch in Thrombozyten ist haufig virales
Antigen nachweisbar (Cockerell et al., 1976b; Pedersen at al., 1977; Rojko et al., 1978). Bei
elektronenmikroskopischen  Studien konnte in  Megakaryozyten Virusbudding an
Zellmembranen und Vesikelmembranen sowie intaktes Virus in Zytoplasmavesikeln
nachgewiesen werden (Rickard et al., 1968; Hertz et al., 1970). Kastner (1992) vermutet
aufgrund von teils diffus, teils granuldr auftretenden immunhistologischen Prézipitaten in
Megakaryozyten den Nachweis sowohl von freiem Virusprotein im Zytoplasma als auch von
intaktem Virus in Zytoplasmavesikeln. Diese Ergebnisse und Vermutungen stehen teilweise
in Diskrepanz zu eigenen Beobachtungen an Megakaryozyten im Knochenmark. Bei der
|SH/IH-Doppelmarkierung fielen Megakaryozyten tbereinstimmend mit Ergebnissen anderer
Untersuchungen (s. oben) durch regelmaliigen und deutlichen viralen Proteinnachwelis auf.
Das Knochenmark enthielt bei allen 10 im Rahmen der Doppel markierung immunhistol ogisch
untersuchten Katzen virde Antigene in  meist zahlreichen Megakaryozyten.
Erstaunlicherweise zeigten Megakaryozyten nach ISH nur bei 5 der 25 untersuchten Katzen
positive Ergebnisse. Bei diesen Katzen waren dabel jeweils nicht mehr als 3 Megakaryozyten
pro untersuchtem Knochenmark mit positiven ISH-Signal zu beobachten. Im Vergleich zu der

Anzahl 1SH-positiver Zellen anderer Zelllinien im Knochenmark kann man zu dem Zeitpunkt
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der Euthanasie der Tiere nur von einem sehr niedrigen Niveau an Virusvermehrung in
Megakaryozyten ausgehen. In den Untersuchungen von Kastner (1992) zeigten
Megakaryozyten von FeL V-infizierten Katzen am haufigsten immunhistol ogische Préazipitate,
wenn die Katzen noch keine Anzeichen FelV-assoziierter Erkrankungen oder FelV-
induzierter Tumoren aufwiesen. In dteren Untersuchungen konnten teilweise
Megakaryozyten als die einzigen Virusantigen-positiven Zellen des Knochenmarks FelL V-
infizierter asymptomatischer Katzen identifiziert werden (Hoover et a., 1974).
Mdoglicherweise kommt es bereits sehr frih nach FelLV-Exposition zur Infektion von
Megakaryozyten im Knochenmark und zur Virusvermehrung. Rojko und Mitarbeiter (1979)
datieren die Infektion des Knochenmarks mit ausgiebiger Virusvermehrung auf den 7.-21.
Tag p.l.. Es wére denkbar, dass nach einer initialen Vermehrung von FeLV in mitotisch
aktiven Vorstufen von Megakaryozyten die Transkription der proviralen DNA beendet wird.
Uber Megakaryozyten ist von in vitro-Studien bekannt, dass sie, wie auch andere Zellen des
Knochenmarks, aus pluripotenten Stammzellen  hervorgehen.  Megakaryozytére
Vorlauferzellen verlieren alerdings fruher als andere Zellen wahrend der Entwicklung ihre
eigene mitotische Aktivitdt und gehen in eine endomitotische Replikation mit der
Abschnirung von Thrombozyten Uber (Kraz und Mertelsmann, 1990). Verbleibende virale
RNA und trangdlatierte virale Proteine kdnnten, ahnlich wie fur die Epithelzellen des Darmes
bereits diskutiert, in unterschiedlicher Geschwindigkeit in der infizierten Zelle abgebaut
werden. Dadurch wéren in reifen Megakaryozyten nur noch virale Proteine aber nur selten
virale RNA nachweisbar. Wie in den eigenen Untersuchungen bestédtigt werden konnte,
durften Thrombozyten in diesem Fall keine nachweisbare virale RNA enthalten. In Abbildung
6.21 ist eine kernassoziierte deutliche ISH-Reaktion in einem Megakaryozyten im
Knochenmark zu erkennen. Im Zytoplasma sind deutlich virale Proteine und schemenhaft
virdle RNA nachweisbar. Im Gegensatz dazu sieht man in Abbildung 6.22 einen
Megakaryozyten, dessen Zytoplasma nach ISH deutlich angeféarbt ist. Immunhistologische
Signale im Zytoplasma durften Uberdeckt sein. Es ware mdglich, dass in diesen beiden
Abbildungen zwei verschiedene zeitliche Zustande dargestellt sind. In Abbildung 6.21 wére
aufgrund der positiven Kernreaktion noch aktive Virusvermehrung mit Trandlation im
Zytoplasma sichtbar. In dem Megakaryozyt in Abbildung 6.22 wdahre demnach die
Transkription proviraler DNA bereits abgeschlossen und nur noch zur Trandation
ausgeschleuste RNA im Zytoplasma nachwei sbar.

Die Ergebnisse bei Megakaryozyten lassen sich in gewisser Weise auch bel den anderen

Zellen des Knochenmarks nachvollziehen. Reife, ausdifferenzierte Zellen anderer Zelllinien



4. Diskussion 103

reagierten nach ISH nur sehr vereinzelt positiv. Lediglich bel 6 der untersuchten Katzen
waren solche Zellen vereinzelt nachweisbar. Im Gegensatz dazu konnten virale Antigene bei
anderen Untersuchungen mit zunehmender Differenzierung von neutrophilen Granulozyten
vermehrt gefunden werden (Hoover et a., 1977b). In Zellen, die der mittleren und spéten
Vermehrungsphase zugeordnet wurden, fanden sich in grof3er Anzahl und bel zahlreichen
Katzen |SH-positive Signale. Bei diesen Zellen kann zum Zeitpunkt der Untersuchung von
produktiver Virusvermehrung ausgegangen werden. Zu beachten ist, dass auch frihe
Vermehrungsphasen von Megakaryoblasten nicht eindeutig zu identifizieren waren und als
relativ grofde, blastoide, [SH-positive Zellen wahrscheinlich denen der mittleren
Vermehrungsphase mit zugeordnet wurden. Fur die verschiedenen Sonden gp70, p27, p15E
und U3 lield sich bei Knochenmarkzellen eine vergleichbare Verteilung erkennen. Nach
ISH/IH-Doppelmarkierung zeigten die meisten blastoiden Zellen, Megakaryozyten
ausgenommen, Anzeichen produktiver Virusvermehrung. Nachweisbare virale Proteine waren
wahrscheinlich haufig durch die ISH Uberlagert oder erzeugten doppelt markierte Zellen.
Uber den Funktionszustand nur IH-positiver Zellen sei auf die Ausfuhrungen bei der
Diskussion der anderen Organe verwiesen. Zusétzlich zu den Ublichen Stammzellen im
Knochenmark konnte bei einer Katze (Nr. 160) ein Lymphfollikel mit 1SH-positiven Zellen
nachgewiesen werden. Bei der Interpretation der verschiedenen Vermehrungs- und
Reifungsstadien blastoider ISH-positiver Zellen ist zu berlcksichtigen, dass eine genaue
Differenzierung und Zuordnung der Zellen aufgrund der haufig starken Anféarbung nach ISH
nicht moglich war. Erstaunlich ist, dass Retikulumzellen als mitotisch aktive Zellen im

Knochenmark nach ISH in keinem Fall positiv reagierten. Die Ursachen dafir bleiben unklar.

Der Antigennachweis (Rojko und Olsen, 1984) und der Virusnachweis (Rickard et a., 1968)
im Thymusgewebe FelV infizierter Katzen ist in der Literatur beschrieben. In den eigenen
Untersuchungen konnte im Thymus bei ca. 70% der Katzen Virusvermehrung mittels ISH
nachgewiesen werden. Bel der Hélfte der positiven Katzen waren dabei mehr |1SH-positive
Lymphozyten in der L&ppchenperipherie als im Mark zu erkennen. Dieses Ergebnis deckt
sich mit Befunden an anderen untersuchten Organen insoweit, as dass sich im Rindenbereich
des Thymus die mitotisch aktiven T-Lymphozyten befinden (Lydard und Grossi, 1995). Dem
gegenuber war bel Katzen mit relativ wenig |SH-positiven Zellen im Thymus eine eher
gleichmaidige Verteilung zwischen Rinde und Mark zu erkennen. Moglicherweise hangen die
beiden unterschiedlichen Verteilungsmuster |SH-positiver Zellen im Thymusgewebe mit

unterschiedlichen Akivierungszustanden des Thymus zusammen. Erstaunlicherweise waren



4. Diskussion 104

nach 1SH/IH-Doppelmarkierung nur sehr vereinzelt Lymphozyten zu erkennen, in denen
virdle Antigene nachweisbar waren (s. Abbildung 6.24). Die immunhistologisch positiven
Lymphozyten fanden sich im Gegensatz zu den |ISH-positiven Zellen vornehmlich im
Thymusmark. Moglicherweise verlieren T-Lymphozyten wahrend ihrer Wanderung von der
Thymusrinde ins Mark ihre Eigenschaft, FeLV zu vermehren, wodurch im Markbereich in T-
Lymphozyten nur noch Reste bereits synthetiserten Antigens immunhistologisch
nachweisbar sind. Das Fehlen immunhistologischer Signale in FeLV-vermehrenden T-
Lymphozyten in der Thymusrinde ist bei den eigenen Untersuchungen nicht hinreichend zu
klaren. Es ist allerdings zu berticksichtigen, dass zytoplasmatische immunhistologische
Reaktionen auf Grund des hohen Kern/Zytoplasma-V erhé tnisses von ruhenden Lymphozyten
durch die meist starke |SH-Reaktion zumindest teilweise Uberdeckt worden sein kénnen und
als solche deshalb eventuell nicht zu erkennen waren.

Bei 4 der untersuchten Thymusgewebe konnten im Interstitium 1SH-positive Lymphfollikel
identifiziert werden. Lymphoide Zellen zeigten fir alle untersuchten Sonden ein positives
Signal, das dem von Lymphknotenfollikeln vergleichbar war. Aufgrund der Morphologie
liessen sich neben lymphoiden Zellen sogar |SH-positive FDZ in diesen Follikeln finden (s.
Abbildung 6.25). Es ist nicht geklart, ob das Auftreten von Lymphfollikeln im Thymus oder
im Knochenmark (Katze Nr. 160) mit einer FeL. V-Infektion in Verbindung steht (Blue, 1988).
Allerdings konnte eindeutig gezeigt werden, dass diese Follikel im Bezug auf die
Vermehrung von FeLV in das Infektionsgeschehen involviert sind.

In zahlreichen Untersuchungen wird die differenzielle Expression verschiedener FelV-
Strukturproteine fur unterschiedliche Gewebe, Lokalisationen und Zellarten beschrieben.
Umfassende und detaillierte Untersuchungen finden sich in Arbeiten von Teebken-Schuler
(1993) und Kremendahl (1998), auf die bei der Diskussion der eigenen untersuchten Organe
teilweise eingegangen wurde. Es ist festzuhalten, dass die meist zellspezifische Expression
der Strukturproteine gp70, p27 und p15E auf RNA-Ebene bei den eigenen Untersuchungen
nicht nachvollziehbar war. Wie bereits angesprochen eignet sich allerdings die Art der
angewandten Sonden nicht dazu, dieses Phénomen detailliert zu untersuchen. Die
unterschiedliche nachweisbare Menge von Antigen scheint allerdings, wie fir FDZ bereits
diskutiert, ursachlich nicht mit dem Ausmal? der Virusvermehrung im Zusammenhang zu
stehen. In nahezu allen Zellarten, in denen virale Proteine in eigenen und anderen
Untersuchungen nachweisbar waren, konnte auch ene produktive Virusvermehrung
festgestellt werden.
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45 Reaktionsmuster der untersuchten Katzen

Wahrend der 14 Wochen dauernden Infektionsperiode zeigten die 25 untersuchten Katzen
verschiedene immunol ogische Reaktionen auf die FeLV-Infektion, die im Folgenden anhand
der Ergebnisse der serologischen und geweblichen Untersuchungen diskutiert werden.

Bei einer Katze (Nr. 169) waren wahrend der kompletten Infektionsperiode weder Fel V-
Antigen (ELISA) noch Provirus (TagMan®) im Blut nachweisbar (Ergebnisse entnommen der
Dissertation von Ruckstuhl 2000, Zurich). Erstaunlicherweise konnte nach der Sektion der
Katze in den Organen mittels PCR FelV-Sequenzen auf niedrigem Niveau nachgewiesen
werden (Ruckstuhl, 2000). In der Arbeit von Ruckstuhl (2000) wurde ein Abschnitt des env-
Gens zum Nachwels der so genannten ,, Provirusisolate verwendet. Die Ergebnisse wurden in
der gleichen Arbeit als Infektion ohne Antigendmie und Virdmie interpretiert. Es wurde
vermutet, dass bel dieser Katze eine Immunitdt aufgrund vorwiegend zellularer
immunologischer Mechanismen induziert wurde. Bel den eigenen Untersuchungen konnten
mittels ISH mit keiner der verwendeten Sonden und in keinem der untersuchten Gewebe ein
positives Signal bei dieser Katze erzeugt werden. VVon einer produktiven Virusvermehrung in
den untersuchten Organen ist bei diesem Tier folglich nicht auszugehen. Auch
immunhistologisch war bei dieser Katze kein virales Antigen nachweisbar. Diese Ergebnisse
stehen in keinem Widerspruch zu denen von Ruckstuhl (2000), weil die Sensitivitét der PCR
deutlich Uber der der ISH liegen durfte. Unklar bleibt alerdings die Frage, wie es theoretisch
zur Infektion verschiedener Organe kommen kann, ohne dass eine Viramie bestanden haben
soll. Nach eigener Ansicht ist nicht auszuschlief3en, dass moglicherweise in diesem Fall
Kreuzreaktionen mit endogenen FelV-Sequenzen zu positiven PCR-Ergebnissen auf
niedrigem Niveau (s. oben) gefuhrt haben kdnnten. Der Nachweis proviraler Sequenzen auf
DNA-Ebeneist nur bel der Detektion des U3 im LTR fir eine exogene Infektion bewei send.
Im Folgenden wird kurz auf die Interpretation von einzelnen Reaktionsmustern eingegangen,
die bei Katzen ohne konstanten Virus- oder Antigennachweis im Blut nach ISH zu
beobachten waren. Im Anhang unter 8.1 (Tabelle 8.4) findet sich eine Aufstellung der
serologischen, molekularbiologischen und immunhistochemischen Untersuchungen der 25
untersuchten Katzen.

Drei der untersuchten Katzen (Nr. 159, 181 und 224) reagierten wahrend der
Infektionsperiode fur den Provirus-Nachweis im Blut anfangs positiv. Gegen Ende der
Versuchs waren mittel TagMan® im Blut alerdings keine FelV-Sequenzen mehr

nachweisbar. Der Antigennachweis (ELISA) im Blut fiel bel diesen Tieren wahrend des
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kompletten Versuches negativ aus. Virade Sequenzen waren wie bel allen untersuchten
Katzen, post mortem mittels TagMan®-PCR in den Organen zu detektieren. Betrachtet man
die Ergebnisse nach ISH, fallt auf, dass bei diesen Tieren teilweise Virusreplikation, wenn
Uberhaupt, nur in Mesenterialymphknoten, Knochenmark und Darmepithelzellen
nachgewiesen werden konnte. Die Katze Nr. 181 reagierte in der ISH komplett negativ. Die
meisten positiven Zellen fanden sich bel den Katzen Nr. 159 und 224 in den untersuchten
Lymphknoten. Dabel war aufféllig, dass sich entgegen der Verteilung bei anderen Katzen, die
deutliche Anzeichen produktiver Virusvermehrung in alen Organen zeigten, die
Follikelzentren nicht den Hauptort der nachweisbaren viralen RNA darstellten. Lymphoide
Zellen in Parakortex und Medulla zeigten vornehmlich die positiven Reaktionen. Fir die
Katze Nr. 165 war nach ISH ebenfalls eine Betonung extrafollikuldrer Bereiche im
Lymphknoten zu beobachten. Auch diese Katze war fur den viralen Antigennachweis im Blut
immer negativ. Provirale Sequenzen waren im Blut allerdings bis Ende des Versuches
nachwei sbar.

Bei 4 der untersuchten Katzen (Nr. 161, 173, 174 und 216) waren virale Antigene im Blut nur
wahrend der Anfangsphase des Versuches nachweisbar. In unterschiedlichen Wochen p.i.
wurde der AG-ELISA im Blut negativ. Provirus war bei diesen Tieren wéhrend der
kompl etten Infektionsperiode im Blut zu detektieren. In der ISH war bei der Katze Nr. 161 zu
beobachten, dass in Kombination mit Virusantigennachweis bis zur 10. Woche alle Organe
Anzeichen von Virusvermehrung zeigten und positive Zellen in gewohnter Weise in diesen
verteilt waren (s. Ergebnisse). Bel Katzen, bel denen nachweisbares virales Antigen aus dem
Blut friher eliminiert wurde, reagierten einzelne Organe, insbesondere die Milz, in der ISH
negativ (Nr. 173, 174 und 216). Im Lymphknoten waren in einem Fall (Nr. 165), wie oben
beschrieben, extrafollikuldre Bereiche starker positiv ads die Follikelzentren. In
Knochenmark, Thymus und Dunndarmabschnitten reagierten Zellen in der ISH nur in sehr
geringer Anzahl und nur fur die Sonden mit hoher Sensitivitét (gp70, p27) positiv.

Betrachtet man den zeitlichen Verlauf einer FeLV-Infektion, wird der Zustand einer
moglichen Viramie mit Ausbreitung des Virusin alle Organe in der 2.-4. Woche p. i. erreicht
(Rojko et al., 1979). Die eigenen Untersuchungen beziehen sich auf den Zustand nach einer
16-wochigen Infektionsperiode (Ruckstuhl, 2000). Kommt es bel einer Katze zu einer
persistenten Infektion, sollte Virusantigen permanent im Blut nachgewiesen werden kénnen.
(Hardy et al. 1973a; Jarrett et al., 1973c; Hardy et a., 1976; Hoover et a., 1977a; Reinacher
und Thellen, 1987). Bei dem grofiten Teil der untersuchten Katzen durfte dieser
Infektionsverlauf vorgelegen haben. Virusantigen war im Blut spétestens ab der zweiten
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Woche p. i. bis zum Versuchsende mittels ELISA nachweisbar (Ruckstuhl, 2000). Auch
provirdle Sequenzen konnten mittels PCR sowohl wahrend der Infektionsperiode in
Blutzellen, as auch nach der Sektion in den Organen nachgewiesen werden (Ruckstuhl,
2000). Virusvermehrung konnte zum Zeitpunkt der Sektion in allen untersuchten Organen
mittels |SH auf unterschiedlich hohem Niveau festgestellt werden (s. 3.1.6).

Bildet sich bel einer Katze nach einer Virdmie eine latente Infektion aus, wird die produktive
Virusvermehrung eingestellt und die Virdmie beendet. Die Ausbildung einer Viruslatenz wird
mal3geblich durch die Immunitdtslage des erkrankten Tieres beeinflusst (Essex et a., 19713;
Hardy et al., 1973b; Jarrett et al., 1973c). Wie oben beschrieben, sind bel Katzen, die eine
Virdmie beenden konnten, die Keimzentren Ilymphatischer Follikel von einer
Virusvermehrung nicht so stark betroffen wie bel persistent infizierten Katzen.
Maoglicherweise waren die Tiere dadurch in der Lage, eine effektive humorale Immunitét
gegen FeLV auszubilden und die Viramie zu beenden. In der Literatur wird die Bildung
virusneutralisierender Antikorper gegen antigene Determinanten des gp70 als wesentliche
Voraussetzung zur Beendigung einer Viramie angesehen (Essex et a.,1971a; Hardy et a.,
1973b; Jarrett et al., 1973c; Sarma und Lock, 1973; Schaller und Olsen, 1975; Hino et al.,
1975, 1976; Fischinger et al., 1976; Hardy et al., 1976; Rojko et al., 1988). Virusvermehrung
in lymphoiden Zellen extrafollikuldrer Bereiche dirfte demnach auf die Immunantwort keine
so starken negativen Auswirkungen haben, obwohl in diesen Lokalisationen trotzdem
zahlreiche Zellen von der Virusvermehrung betroffen sein konnen. Die zur Beendigung einer
Viramie erforderlichen immunologischen Leistungen scheinen nicht in dem Mal3 T-Zell-
abhangig zu sein wie die Verhinderung Fel V-assoziierter Erkrankungen. In der Literatur
werden T-Zelldefekte as wesentliche Pathogenese fir die Entstehung der FelLV-assoziierten
Immunsuppression diskutiert (Hoover et al., 1973; Mathes und Olsen, 1981; Stiff und Olsen,
1982; Engelmann, 1984; Grand et a., 1984; Quackenbush et al., 1989; Hoover et al., 1989).
Das Knochenmark, dessen Schadigung fur zahlreiche FelLV-assoziierte Erkrankungen wie
zum Beispiel die Andmie verantwortlich gemacht wird (Cotter, 1975; Hardy, 1980, 1981,
Reinacher und Theilen, 1987; Reinacher, 1989), ist bel den eigenen untersuchten Tieren, die
eine Viramie beenden konnten, von der Virusreplikation kaum betroffen. Auf eine mégliche
Schédigung der Zellfunktion durch die Vermehrung von FeLV und die mdglichen

Konsegquenzen wird unter 4.6 eingegangen.
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4.6  Maogliche Auswirkungen der Virusreplikation auf das

I mmunsystem

In den egenen Untersuchungen konnte in verschiedenen Zellen und Geweben
Virusvermehrung des FeLV nachgewiesen werden. Es stellt sich die Frage, inwieweit der
Zustand der produktiven Virusvermehrung im Vergleich zur Expression von viralem Antigen
Auswirkungen auf das Immunsystem der infizierten Katze hat.

Die Induktion zytopatischer Effekte in infizierten Zellen ist fur feline Retroviren, wie auch fir
Retroviren anderer Spezies einschliefdlich des Menschen (HIV), seit langerem bekannt
(Klatzmann et al., 1984; Haase, 1986; Pedersen et al., 1987). Die Mechanismen, durch die
Retroviren zum Zelluntergang fuhren, sind bis heute nicht restlos aufgeklart. Zell schadigende
Effekte werden bei FeL V-exprimierenden Zellen in grof3em Mal3 durch antikorpervermittelte
zytotoxische Effekte bewirkt. Die antigenen Eigenschaften der Virusbestandteile, die auf der
Oberflache FeL V-infizierter Zellen exprimiert werden, bestimmen mal3geblich die Virulenz
eines Virusstammes (Sarma und Lock, 1973; Jarrett et al., 1973b, Rojko et a., 1988). Der
Struktur des Hullproteins gp70 werden dabei relevante antigenetische Unterschiede
zugeschrieben (Hino et a., 1975, 1976; Fischinger et al., 1976; Riedel et a., 1986; Hoover et
al., 1987). Insbesondere fir die starke Immunsuppression, die durch die sogenannte FelL V-
FAIDS-Variante ausgelost wird, wird unter anderem eine veranderte Antigenitdt des
Hullproteins gp70 verantwortlich gemacht (Donahue et al., 1988; Overbough, 1988a; Mullins
et al., 1989). Neben der antikOrpervermittelten Zytotoxizitédt sind fur FelLV andere
Mechanismen der Zellschadigung bekannt. Unintegrierte provirale DNA, die bei der FelL V-
FAIDS-Variante vermehrt in infizierten Zellen nachgewiesen werden konnte, werden
zytopathogene Effekte zugeschrieben (Mullins et al., 1986, 1989; Donahue et a., 1991). Die
zytotopathische Wirkung freier retroviraler DNA in der Zellen ist von in vivo und in vitro
Studien auch fir das HIV bekannt (Salmon et al., 1988; Pauza et a., 1990; Robinson, 1990).
Weller und Mitarbeiter (1980) beschrieben die Akkumulation retroviradler DNA aufgrund
permanenter Reinfektion als Grund fir die zytopathogenen Effekte auf T-Lymphozyten.
Darlber hinaus sind verschiedene weitere Mechanismen fur FeLV denkbar die in Folge einer
permanenten Reinfektion zum Zelluntergang fuhren konnen. Nach Donahue (1991) kommen
dabei die Zerstérung der Zellmembran durch Viruseintritt oder Budding, die Verénderung des
Wirtsgenoms durch die Integration des Provirus, zytotoxische Effekte durch die
Akkumulation von Virusproteinen im Zytoplasma, die gestorte zellulére Signaltransduktion

infolge Virus-Rezeptor-Interaktion und die direkten zytotoxischen Effekte des gp70 in
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Betracht. Nach in vitro Studien an HIV-infizierten CD4"-Zellen wurde ein Zusammenhang
zwischen der Integration und Replikation des Retrovirus und dem Absterben der Zellen
vermutet. Als mogliche Ursachen fir den Zelluntergang wurde bei diesen Untersuchungen
eine Leckbildung der Zytoplasmamembran durch Virusbudding angenommen (Ho et al.,
1987; Kim et al., 1987; Farnet und Haseltine, 1990).

Teebken-Schuler (1992) nimmt aufgrund ihrer Untersuchungen an, dass die Fel. V-induzierte
T-Zell-abhangige Immunsuppression durch die gp70-Pradsens auf interdigitierenden
dendritischen Zellen malgeblich ausgel6st wird. Auferdem konnte sie im Vergleich zu B-
Zell-Aredlen auf T-Lymphozyten eine starkere Expression von gp70 darstellen. Eine
Immunsuppression, die durch einen T-Zell-Defekt ausgel st wird (Cockerell et al., 1976 b,
1977; Stiff und Olsen, 1982), lief3e sich Uber einen antikorpervermittelten zytotoxischen
Effekt gegen gp70 gut erkléren. Im Bezug auf die Virusvermehrung konnte bei den eigenen
Untersuchungen im lymphatischen Gewebe eine grolere Affinitdét zu B-Lymphozyten
festgestellt werden. In interdigitierenden dendritischen Zellen war Virusvermehrung in
keinem Fall nachweisbar. Bei der Betrachtung der unterschiedlichen Ergebnisse mul3
berticksichtigt werden, dass bei den Untersuchungen von Teebken-Schuler (1993) und den
eigenen Untersuchungen im Bezug auf den Virusstamm und den zeitlichen Verlauf der
Infektion von unterschiedlichen Voraussetzungen auszugehen ist. AufRerdem handelt es sich
im Fall von Teebken-Schuler um natlrlich infizierte Katzen wohingegen die eigenen
Untersuchungen an Tieren nach experimenteller Infektion vorgenommen wurden. Interessante
Vergleiche lassen sich zu Untersuchungen an Lymphknoten von HIV-infizierten Menschen
ziehen. Stein und Mitarbeiter (1991) konnten durch ISH mit radioaktiv markierten Sonden
retrovirale Sequenzen in T- Lymphozyten und FDZ in den Follikeln nachweisen. Wie in den
eigenen Untersuchungen reagierten IDZ nach ISH negativ. In B-Lymphozyten konnten beim
Menschen nicht in dem Mal3 wie in den eigenen Untersuchungen Virusvermehrung
nachgewiesen werden. Vielmehr wurde B-Lymphozyten durch die Sezernierung von TNFo,
eine Stimulation von T-Helferzellen zugeschrieben. Nach Ansicht von Stein und Mitarbeitern
(1991) konnte es durch die Stimulation von latent infizierten T-Helferzellen zur
Reaktivierung des Retrovirus und zur Virusvermehrung kommen. FDZ wirden ein Reservoir
fur das Retrovirus darstellen und dieses permanent auf neue T-Helferzellen Gbertragen. Ein
solcher Kreidauf wére nach eigenen Ansichten auch fir feline Retroviren denkbar. Es ist
alerdings zu bertcksichtigen, dass das HIV-Virus einer anderen Gattung der Retroviren
angehort als FeLV und warscheinlich auch speziesspezifische Unterschiede in der
Immunreaktion auf eine Retrovirusinfektion bestehen. Bei den eigenen Untersuchungen ist zu
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berticksichtigen, dass die Zuordnung ISH- oder IH-positiver Zellen zu bestimmen Zellarten
oder Zéelllinien hauptséchlich aus ihrer Lokalisation im Gewebe abgeleitet wurde.
Morghologische Unterschiede der Zellen selbst konnten mit einigen Ausnahmen (z. B. FDZ,
Megakaryozyten) aufgrund der Anféarbung nach ISH bel der Zuordnung positiver Zellen nur
eingeschrankt berticksichtigt werden. Mdglicherweise handelt es sich bel den |SH-positiven
lymphoiden Zellen in den Follikelzentren von Milz und Lymphknoten zum Teil um T-
Lymphozyten und nicht, wie aufgrund der eigenen Untersuchungen angenommen, um B-
Lymphozyten. Die Klarung dieser Frage bedarf weiterflihrender Untersuchungen.

Durch den Nachweis von transkribierter viraler RNA mittels ISH konnte in verschiedenen
Zellen und Zéllinien produktive Virusvermehrung gezeigt werden. Dabel war insbesondere
zu kléren, ob dendritische Zellen im lymphatischen Gewebe, in denen virales Antigen durch
IH nachweisbar ist, mit FeLV infiziert sein konnen und das Virus produktiv vermehren. In
interdigitierenden Zellen im lymphatischen Gewebe konnte bei den eigenen Untersuchungen
keine Virusvermehrung nachgewiesen werden, wohingegen diese Zelle virales Antigen
présentieren. Im Bezug auf follikuldre dendritische Zellen zeigte sich eine unterschiedliche
Auspragung der Virusvermehrung und Antigenprasentation in Milz und Lymphknoten. In der
Milz sind FDZ als virusvermehrend anzusehen. Virales Antigen und virale RNA waren meist
paralel in diesen Zellen nachweisbar. In den untersuchten Lymphknoten hingegen steht die
Antigenprasentation bei den FDZ im Vordergrund. Dennoch vermehren diese Zellen in den
Lymphatischen Follikeln der Lymphknotens FeLV, aber auf niedrigerem Niveau als in den
Lymphfollikeln der Milz.



5. Zusammenfassung / Summary 111

5 Zusammenfassung / Summary

Zusammenfassung

1. Die Literaturibersicht befasst sich mit dem derzeitigen Kenntnisstand Uber die
Replikation von Retroviren und der Interpretation, die sich durch den Nachwels exogene
und endogene Fel V-Sequenzen in verschiedenen Geweben ergeben. Entsprechend der
dieser Arbeit zu Grunde liegenden Fragestellungen wird auf die Struktur des Fel.V, die
Pathogenese der Infektion, die Nachweismethoden fir Virus und virales Antigen sowie

auf die Funktion insbesondere dendritischer Zellen bel der Immunabwehr eingegangen.

2. In der vorliegenden Arbeit wurden Organe von 25 experimentell mit FeLV infizierten
Katzen mittels RNA-ISH auf das Vorkommen von viralen RNA-Sequenzen der FelV-
Strukturproteine gp70, p27 und pl5E sowie der exogenen FelV-Sequenzen des U3
untersucht. Die Katzen wurden nach einer 16-wdchigen Infektionsperiode obduziert und
Gewebetelle von Mesenteriallymphknoten, Milz, Thymus Knochenmark und Dinndarm
zur weiteren Bearbeitung in Formalin fixiert. AulRerdem wurden 11 der untersuchten
Katzen mit starkem ISH-Signal ausgewahlt und mit diesen eine |SH/Immunhistologie
(I1H)-Doppelmarkierung durchgefihrt, um die Transkription und Transation der FelLV-
Strukturproteine im Gewebe direkt vergleichen zu kénnen.

3. In den Mesenteriallymphknoten stellen follikuldre lymphoide Zellen den Hauptort der
produktiven Virusvermehrung dar. In follikuldren dendritischen Zellen (FDZ) konnte
virdle RNA nicht in einer so grof3en Zahl von Zellen nachgewiesen werden wie virae
Strukturproteine. Dies kann als Prasentation von Strukturproteinen durch FDZ
interpretiert  werden. Zellen in  extrafollikul&ren  Bereichen, ausgenommen
interdigitierende dendritische Zellen (IDZ), vermehren FeLV auf hohem Niveau, haben
also starke ISH- und IH-Signale.

4. Im Milzgewebe ist produktive Virusvermehrung (ISH+/IH+) regelméldig und
hauptséchlich in FDZ nachweisbar. Lymphozyten weisen im Vergleich zu FDZ einen
geringeren viralen mRNA-Gehalt auf. Der FeLV-Antigen- und oder RNA-Nachweis
laufen in den Zellen der Milz nahezu parallel ab.
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5. Im Duinndarm stellen mitotisch aktive Epithelzellen den Hauptort produktiver
Virusvermehrung dar. Mit zunehmender Differenzierung dieser Zellen kommt es zum
Abbruch des Replikationszyklus und zum unterschiedlich schnellen Abbau von viraler
RNA und viralen Proteinen.

6. In noch nicht ausdifferenzierten Zellen des Knochenmarks findet die Replikation des
FeLV auf hohem Niveau statt. In reifen Zellen scheint die Replikation des FeLV &hnlich
wie im Darmepithel in der Regel eingestellt zu werden, auch wenn virale Antigene,
insbesondere in Megakaryozyten, weiterhin nachweisbar sind.

7. Im Thymus findet, wie auch die anderen untersuchten Organe, bei persistent infizierten
Tieren regelmaldig eine Virusreplikation statt. Lymphozyten im Rindenbereich vermehren
FeLV dabel in groferer Zahl als Zellen im Thymusmark.

8. Die Transkription von verschiedenen Abschnitten des proviralen FeLV-Genoms scheint in
der virusreplizierenden Zelle parallel abzulaufen. Einen Hinweis flr diese These stellen
die vergleichbaren Vertellungsmuster ISH positiver Zellen in den untersuchten Organen
nach Inkubation mit den Sonden gp70, p27, p15E und U3 dar.

9. Katzen, die eine wirksame Immunitét mit Beendigung einer Virdmie nach Fel V-Infektion
entwickeln konnten, zeigten im Vergleich zu persistent infizierten Katzen ein anderes
Verteilungsmuster der Virusvermehrung im lymphatischen System. FDZ und B-
Lymphozyten, deren Funktionen als wesentlich fur die Ausbildung einer humoralen
Immunitdt anzusehen sind, waren bel transient infizierten Katzen im Vergleich zu

persistent infizierten Tieren von der Virusvermehrung in geringerem Mal3 betroffen.
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Summary

1

The literature review summarizes the current state of knowledge concerning the
replication of retroviruses and the interpretation of results which are obtained for
demonstration of exogenous and endogenous FeL.V sequences in different tissues. With
regards to the questions this study addresses, the structure of FeLV, the pathogenesis of
FeLV infection, methods to demonstrate virus and viral antigen as well as the function

especialy of dendritic cellsin immune response are discussed.

The present study examines tissues from 25 experimentally FelLV-infected cats by
RNA-ISH for the presence of viral RNA sequences of the FeLV structural proteins
gp70, p27 and pl5E as well as exogenous FeLV sequences of U3. Cats were
necropsied 16 weeks post infection and tissue samples from mesenteric lymph nodes,
spleen, thymus, bone marrow and small intestine were fixed in formalin for further
examination.

Furthermore, tissues from cats with a strong ISH signal were selected for
| SH/immunohistology (IH) double staining in order to demonstrate transcription and
tranglation of the FeL V structural proteinsin tissues.

In mesenteric lymph nodes, follicular lymphatic cells represent the maor site of
productive viral replication. In follicular dendritic cells, viral RNA was demonstrated in
a lower number of cells than vira structural proteins. Cells in extra follicular areas -
except for interdigital dendritic cells - replicate FeLV a a high level which is
recognicable by the presence of both, high ISH and high IH signals.

In splenic tissue, productive viral replication is regularly seen in and mainly restricted to
follicular dendritic cells. Compared to follicular dendritic cells, lymphocytes exhibit a
lower amount of viral RNA. FeLV antigen and RNA demonstration provide similar
results.

In the small intestine, mitotically active epithelial cells represent the major site of
productive vira replication. With increasing differentiation of these cells replication

ceases and viral RNA and viral protein are degraded at different rates.
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6.  In bone marrow, precursor cells exhibit FeLV replication at a high level. Mature cells,
similar to intestinal epithelial cells, seem to have stopped FelLV replication, though viral
antigens can still be demonstrated, especially in megakaryocytes.

7. The thymus, like al other tissues examined, regularly exhibits viral replication in
persistently infected animals. Cortical lymphocytes replicate FeLV to a higher degree

than cellsin the medulla.

8.  The transcription of the different sequences of the proviral FeLV genome seems to
occur in paralel in cells replicating the virus. The comparable distribution patterns of
| SH-positive cells when demonstrating gp70, p27, p15E and U3 sequences support this
hypothesis.

9.  Cats which have developed an effective immunity and terminated the FeLV viraemia
showed a different pattern of vira replication in lymphatic tissues. Follicular dendritic
cells and B cells, which are mainly involved in the development of humoral immunity,
only showed a low amount of viral replication in transiently infected cats compared to

persistently infected cats.
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Abbildung 1: Lymphknoten, positive Lymphozyten zahlreich im Follikelzentrum (weil3er
Pfeil) und Parakortex, vereinzelt positive Zellen im Randbereich des Follikels (schwarzer
Pfeil); ISH p27 mit Gegenfarbung (Papanicolaus Héamatoxylin), Katze Nr. 164,
Objektivvergrofierung 20x, Nomarski-1 nterferenzkontrast

Abbildung 2: Lymphknoten, I1SH- (blau) und IH- (braun) positive Zellen hauptséchlich in
Follikelzentren, Parakortex und Medulla, unterschiedliche Verteilung zwischen
nachweisbarem viralem AG (hauptsachlich Follikelzentren) und viraler RNA (auch vie

Reaktion im Parakortex); Doppelmarkierung ISH/IH, Katze Nr. 204, Objektivvergrolierung
10x
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Abbildung 3: Lymphknoten, doppelt markierte FDZ (grof3e Pfeile; blau und braun) und ISH-
positive Lymphozyten (kleine Pfeile; blau) im Follikelzentrum gleichmaiig verteilt;
Doppelmarkierung ISH/IH, Katze Nr. 167, Objektivvergroferung 20x

Abbildung 4: Lymphknoten, 1SH-positive Lymphozyten (grofer Pfeil; blau) neben IH-
positiven FD-Zellen (kleiner Pfeil; braun) réumlich getrennt im Follikelzentrum;
Doppelmarkierung ISH/IH, Katze Nr. 157, Objektivvergrofierung 20x
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Abbildung 5: Lymphknoten, positive Lymphozyten (grof3e Pfeile) und FD-Zellen (kleine
Pfeile) im Follikelzentrum, im Randbereich des Follikels und im Parakortex vereinzelt
positive Lymphozyten; ISH, gp70, Katze Nr. 164, ObjektivvergrofRerung 40x, Nomarski-
Interferenzkontrast

Abbildung 6: Lymphknoten, Netzwerk aus zahlreichen positiven FD-Zellen im
Follikelzentrum (grof3e Pfeile), am Follikelrand ganz vereinzelt positive Lymphozyten
(kleiner Pfeil); 1SH, gp70 mit Gegenfarbung (Papanicolaus Hamatoxylin), Katze Nr. 175,
Objektivvergroferung 40x, Nomarski-Interferenzkontrast
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Abbildung 7: Lymphknoten, |SH- (blau), IH- (braun) sowie doppelt-markierte M akrophagen
(grof}e Pfeile) und Lymphozyten (kleine Pfeile) im Lymphknotenmark, RNA-Nachweis
Uberwiegend im Kern, Antigennachweis im Zytoplasma, Doppelmarkierung ISH/IH, Katze
Nr. 164, Objektivvergrofierung 100x

Abbildung 8: Milz, zahlreiche positive Lymphozyten und FD-Zellen im Follikelzentrum, in
der PALS vereinzelt positive Lymphozyten (schwarzer Pfell zeigt Zentralarterie der PALYS);
wenige ISH-positive Zellen in der roten Pulpa (weil3e Pfeile); ISH, gp70 mit Gegenfarbung

(Papanicolaus Hamatoxylin), Katze Nr. 164, ObjektivvergroRerung 20x, Nomarski-
Interferenzkontrast



6. Abbildungen 123

Abbildung 8



6. Abbildungen 124

Abbildung 9: Milz, 1SH-positive Lymphozyten zahlreich im Follikelzentrum und vereinzelt
in der PALS (schwarze Pfeile; blau), zusétzlich teils einfach und teils doppelt markierte FDZ
(weiBer Pfeil) im Kemzentrum; Doppelmarkierung [SH/IH, Katze Nr. 160,
Objektivvergrofierung 20x

Abbildung 10: Milz, Netzwerk aus positiven FDZ im Keimzentrum, zahlreiche Zellen mit
viralem RNA-Nachweis (blau), vereinzelt virale Proteine (braun) in den gleichen Zellen
nachwei sbar; Doppelmarkierung ISH/IH, Katze Nr. 167, Objektivvergrofderung 40x
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Abbildung 11: Lymphknoten, ISH-positive (weil3er Pfeil, blau), und doppelt markierte
(schwarzer Pfeil, blau und braun) FDZ im Keimzentrum, Antigen und virale mRNA
hauptséchlich in Fortsétzen von dendritischen Zellen lokalisiert, Doppelmarkierung 1SH/IH,
Katze Nr. 222, Objektivvergrofierung 100x

Abbildung 12: Milz, 1SH- (blau), IH- (braun) und doppelt-markierte Makrophagen (grof3er
Pfeil) und Lymphozyten (kleine Pfeile) im Randbereich des Follikels; RNA-Nachwels
Uberwiegend im Kern, Antigennachweis im Zytoplasma; Doppelmarkierung ISH/IH, Katze
Nr. 157, Objektivvergroerung 100x
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Abbildung 13: Dunndarm, positive Epithelzellen und infiltrierende Zellen im Bereich der
Krypten und basalen Zottenanteile, ISH gp70 mit Gegenférbung (Papanicolaus Hamatoxylin),
Katze Nr. 163, Objektivvergrofierung 20x, Nomarski-Interferenzkontrast

Abbildung 14: Dinndarm, positiven Epithelzellen und infiltrierende Zellen im Bereich der
Krypten und basalen Zottenanteilen, vergleichbares Vertellungsmuster zwischen positiven
Infiltratzellen und positiven Epithelzellen fir gp70- und p27-mRNA (s. auch Abbildung 13);
ISH p27 mit Gegenfarbung (Papanicolau’s Hamatoxylin), Katze Nr. 163,
Objektivvergrofierung 20x, Nomarski-I nterferenzkontrast
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Abbildung 15: Dinndarm, virale RNA (blau) hauptsachlich in Epithelzellen der Krypten und
in Infiltratzellen der Lamina propria nachweisbar, virale Proteine (braun) in Epithelzellen
aller Epithelbereiche bis in die Zottenspitzen nachweisbar, Doppelmarkierung ISH/IH mit
Gegenféarbung (Methylgriin), Katze Nr. 157, Objektivvergroferung 10x

Abbildung 16: Dunndarm, doppelt markierte Epithelzellen im Bereich der Krypten, doppelt
und einfach markierte infiltrierende Lymphozyten und Makrophagen in der Lamina propria,
Doppelmarkierung ISH/IH, Katze Nr. 163, Objektivvergroferung 20x
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Abbildung 17: Dinndarm, virales Antigen (braun) hauptséchlich in Becherzellen lokalisiert,
virdle mRNA (blau) gleichmélig in Zytoplasma und Zellkernen von Epithelzellen verteilt,
Doppelmarkierung ISH/IH, Katze Nr. 167, Objektivvergrofierung 40x

Abbildung 18: Knochenmark, Megakaryozyten mit positivem Antigennachweis (braun) im
Zytoplasma (grof3e Pfeile), zahlreiche ISH-positive Zellen (blau) der frihen und mittleren
Entwicklungsphase (kleine Pfeile), wenige doppelt markierte Zellen, Doppelmarkierung
ISH/IH mit Gegenfarbung (Methylgrin), Katze Nr. 164, 20x
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Abbildung 19: Knochenmark, Antigennachweis (braun) in Megakaryozyten (grof3e Pfeile),
vereinzelt doppelt markierte Zellen verschiedener Entwicklungsstadien bel schwachem
viralen RNA-Nachweis (blau) im Zellkern (kleine Pfeile), Doppelmarkierung ISH/IH, Katze
Nr. 162, Objektivvergroferung 40x

Abbildung 20: Knochenmark, grof3er Lymphfollikel mit zahlreichen 1SH-positiven Zellen
(grof3e Pfeile; blau), kaum nachweisbares virales Antigen (braun) im Follikel, jeweils einfach
und doppelt markierte Knochenmarkzellen in der Umgebung des Follikels (kleine Pfeile),
Doppelmarkierung ISH/IH, Katze Nr. 160, Objektivvergrofierung 40x
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Abbildung 21: Knochenmark, doppelt markierter Megakaryozyt mit deutlichem
Virusproteinnachweis (braun) im Zytoplasma und virAlem RNA-Nachwes (blau)
Uberwiegend im Kern, zahlreiche jeweils einfach und doppelt markierte unreife
Knochenmarkzellen, Doppel markierung | SH/IH, Katze Nr. 160, Objektivvergrofierung 100 x

Abbildung 22: Knochenmark, Megakaryozyt mit viradlem RNA-Nachweis (blau) vorwiegend
im Zytoplasma, Immunreaktion eventuell Uberdeckt, zahlreiche 1SH-positive unreife Zellen,
vereinzelt 1H-positive (braun) oder doppelt markierte Zellen, Doppelmarkierung 1SH/IH,
Katze Nr. 167, Objektivvergrofderung 100 x
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Abbildung 23: Thymus, zahlreiche positive Zellen im Kortex, vereinzelt positive Zellen in
der Medulla, ISH, gp70 mit Gegenférbung (Papanicolaus Hamatoxylin), Katze Nr. 164,
Objektivvergrofierung 10x, Nomarski-I nterferenzkontrast

Abbildung 24: Thymus, ISH-positive Zellen (blau) Uberwiegend im Kortexbereich, im
interstitiellen Gewebe Lymphfollikel mit positiver Farbreaktion (Pfeil), undeutliche
immunhistologische Reaktion (braun) im Thymusmark, Doppelmarkierung ISH/IH, Katze Nr.
157, Objektivvergroferung 10x
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Abbildung 25: Thymus, zahlreiche ISH-positive Zellen (blau) im Lymphfollikel (Pfeil) und
diffus im Thymusgewebe, undeutliche immunhistologische (braun) Reaktion,
Doppelmarkierung ISH/IH, Katze Nr. 164, Objektivvergrofierung 20x

Abbildung 26: Milz, vergleichende Darstellung der Reaktion nach Inkubation mit den
Sonden gp70 (A), p27 (B), p15E (C) und U3 (D) in der selben Lokalisation, unterschiedlich
viele positive Zellen, ISH mit Gegenfarbung (Papanicolaus Hamatoxylin), Katze Nr. 232,
Objektivvergrofierung 40x, Nomarski-1 nterferenzkontrast
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8 Anhang

8.1 Tabellen

Die folgenden Tabellen (8.1.1-8.1.25) enthalten eine vergleichende Darstellung der
Ergebnisse der in situ-Hybridisierung und gegebenenfalls der Doppelmarkierung aller
untersuchten Organe sowie der Ergebnisse der serologischen (AG-Nachweis im Blut) und
molekularbiologischen (Quantitative PCR (TagMan) von Blut- und Organ-Proben)
Untersuchungen. Die beiden letzteren Untersuchungen wurden von Fr. Ruckstuhl im Rahmen
ihrer Dissertation in Zurich durchgeftihrt (Ruckstuhl, 2000).
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Die Ergebnisse der ersten drei Spalten sind der Dissertationsschrift von Nadja S. Ruckstuhl,
2000, Universitéat Zurich entnommen. Die Bewertung als positiv oder negativ bezieht sich auf
die letzte Blutentnahme vor der Euthanasie. In Klammern sind gegebenenfalls Zeitrdume
angegeben, in denen die Blutuntersuchung positiv ausfiel.

ELISA (p27): Nachweisvon FeLV-Antigen (p27) mittels ELISA im Blut
Prov. TagMan: Nachweis von FeL V-Provirus mittels TagMan im Blut oder in Geweben.

gp70: Sonde zum Nachweis von gp70-RNA
p27: Sonde zum Nachweis von p27-RNA
p15E: Sonde zum Nachweis von p15E-RNA
u3: Sonde zum Nachweis von U3-RNA

Auswertung der in situ-Hybridisierung
-: keine positiven Zellen
+: vereinzelt positive Zellen

++: zahlreiche positive Zellen

Auswertung Doppel markierung:

+: vereinzelt positive blastoide Zellen
++: zahlreiche positive blastoide Zellen
X: vereinzelt positive FD

XX: zahlreiche positive FDZ

- keine positiven Zellen

FDZ: follikul&ére dendritische Zellen

I SH: Zellen mit ausschliefdlichem Nachweis viraler RNA
IH: Zellen mit ausschliefdlichem Nachweis viraler Proteine
|SH/IH: Doppelt markierte Zellen

KZ: Keimzentrum

PK: Parakortex

M: Medulla

PALS: periarteriol&re lymphatische Scheide

RP: rote Pulpa

Fz: Follikelzentrum
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FR:
E-K:
E-BZ:
E-AZ:
[-K:
[-BZ:
I-AZ:
EF:

n.d.:

Follikelrand

Epithelzellen im Bereich der Krypten

Epithelzellen der basalen Zottenepithels

Epithel zellen des apikalen Zottenepithels

infiltrierende Zellen in der Lamina propriaim Kryptenbereich
infiltrierende Zellen in der Lamina propriaim basalen Zottenbereich
infiltrierende Zellen in der Lamina propriaim apikalen Zottenbereich
Entwicklungsphase

Zéllen

nicht durchgeftihrt
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Tabelle 8.2:

Antigennachweis im Blut mittels FeLV p27 AG-ELISA vom Tag der Infektion bis zur

Euthanasie (16.Woche) 1x wochentlich.
(nach Ruckstuhl, 2000)

Nr.

WO

w1

W2

=
w
s
N
=
Ui
=
o
=
\l
=
o0

2
S

W10

W12

wi4

W16

157

158

+ |+

+ |+

+ |+

+ |+

+ |+

+ [+

+ |+

+ |+

+ |+

+ |+

+ [+

159

160

+ 1

+ 1

+ 1

161

162

163

164

|+ [+

|+ [+

|+ [+

|+ [+

|+ [+

++ [+ [+ [+

+ I+ [+ [+ [+

+ 4+ [+ [+ [+

+ [+ [+

+ I+ [+

+ [+ [+

165

166

+

167

+ |+

+ |+

++ |

++ |

+ [+

+ [+

+ [+

+ [+

+ [+

+ [+

169

171

+ 1

=+

=+

+

+

+

+

173

174

175

176

179

|+ 4+ [+

+ |+ |+ ]

+ |+ [+ ]

++ |+ [+

+ [+ [+

+ 4+ [+

+ [+ [+

+ 4+ [+

+ [+ [+

+ [+ [+

181

193

204

+{+ | (S| + [+ ][+ +]

+ [+

+ ]+

+ |+

+ |+

+ |+

+ |+

+ |+

+ |+

216

+ [+ [+ ]

4|+

222

+ 1

+ 1

+ 1

+ 1

+ 1

+ 1

+ 1

+ 1

+ 1

224

232

+

+

+

+

+

+

=+

—+

=+

+

+

negatives Ergebnis
positives Ergebnis
nicht durchgefiihrt,

Woche nach Infektion
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Tabelle 8.3

Virusgenomnachweis im Blut mittels FeLV-TagMan®-PCR vom Tag der Infektion bis zur

Euthanasie (16. Woche) 1x wochentlich.

(nach Ruckstuhl, 2000)

+
+

+
+
+

+
+

+

Wwo (Wi (W2 W3 W4 W5 W6 |[W7 |[W8 |W9 |WI10 W12 | W14 | W16

Nr.

157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
169
171
173
174
175
176
179
181
193
204
216
222
224
232

positives Ergebnis
nicht durchgefiihrt,
Woche nach Infektion

negatives Ergebnis

+
n.d.:
w
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Tabelle 8.4:
ELISA/ Tag Man/ ISH/ IH vergleichend
(Ergebnisse von ELISA und TagMan® nach Ruckstuhl, 2000)

Nr. |ELISA |[TagMan |In situ-Hybridisierung Immunhistologie

Blut Blut Milz |LK |Darm|Thy |[KM [Milz |[LK |Darm |[Thy |KM
157 |+ + + + + + + + + + + +
158 |+ + + + + + + + + + + +
159 |- B + + + . - - - - - -
160 |+ + + + + + + + + + + +
161 |B + + + + + + - - + + -
162 |+ + + + + + + + + + + +
163 |+ + + + + + + + + + + +
164 |+ + + + + + + + + + + +
165 |- + + + - + + - - - - -
166 |+ + + + + + + + + + + +
167 |+ + + + + + + + + + + +
169 |- - - - - - - - - - - -
171 |+ + + + + + + + + + + +
173 |B + + + + + + + + + +
174 |B + + + + + - + + + + +
175 |+ + + + + + + + + + + +
176 |+ + + + + + + + + + + +
179 |+ + + + + + + + + + + +
181 |- B - - - - - - - - - -
193 |+ + + + + + + + + + + +
204 |+ + + + + + + + + + + +
216 B + - + + - + - - + - -
222 |+ + + + + + + + + + + +
224 |- B - + - - - - - - - -
232 |- B - + - - - - - - - -
ELISA: Nachweis von p27 Antigen im Blut
TagMan: Nachweis von FeLV-DNA-Sequenzen im Blut
B: anfanglich positiv dann Viramie beendet (s. Tabellen 8.1.1-8.1.25)
+: positives Ergebnis/Signal
- kein positives Ergebnis/Signal
LK: Lymphknoten
Thy: Thymus

KM: Knochenmark
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8.2 Bezugsguellen fur Chemikalien und Geréte

ABgene® House, Epsom, UK (Vertrieb: Advanced Biotechnologies L td., Hamburg)
Superladder low (100 pg/pl in TrissEDTA-Puffer), SLL-100
6 x Type || DNA electrophoresis loading buffer (6 x Gel Loading Dye) (AB-0594)
Zusammensetzung:
15 % Ficoll 400
0,06 % Bromphenolblau
0,06 % Xylol-Cyanol FF
30 mM EDTA

Applied Biosystems/ Perkin Elmer Deutschland GmbH, Weiter stadt
GeneAmp® MgCl, Solution 25 mM (in N8080167 enthalten)
GeneAmp® 10 x PCR Buffer 11 (in N8080167 enthalten)
Zusammensetzung:
100 mM Tris-HCI (pH 8,3)
500 mM KClI
Lagerung bel —20°C
SIX PAQ ATAQ + BUFFERI1: AmpliTag® DNA Polymerase (N8080167)
Zusammensetzung:
5 U/ul AmpliTag® DNA Polymerase
20 mM Tris-HCI (pH 8,0)
100 mM KCI
0,1 mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
1mM DTT
50 % Glyceral
0,5 % Tween 20®
0,5 % Nonidet PA0®
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Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendor f
Plastik-Einmal pipetten Safe Seal Tips, RNase-frei, DNase-frei:
20 pl (780027)
200 pl (780202)
1000 pl (781002)
1,5 ml-Mikrozentrifugengefal3e, RNase-frei, DNase-frel (710318)
2,0 ml- Mikrozentrifugengefal3e, RNase-frei, DNase-frei (710328)
Gelbond (863734)
Multicycler PTC 200

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Agarose Rotigarose® (Agarose NEEO; Ultraqualitét) (2267.4)
Ampicillin (Natrium-Salz) > 99 % (K029.1)
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-galactosid (X-Gal; in Pulverform) > 99 % (2315.2)
Dimethylsulfoxid Rotipuran® > 99,5% p.a. (9065.3)
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat (Na,;HPO,4 x 2 H,0) > 99,5 % p.a. (4984.2)
Eosin (7089.1)

Essigsdure > 99,8 % p.a. (3738.1)

Ethanol Rotipuran® (RNAse-/DNAse-frei) > 99,8 % p.a. (9065.3)
Ethanol 100 % vergdllt (K928.1)

Ethidiumbromid-L6sung 1 % (10 mg/ml) (2218.1)

Glycerol Rotipuran® (wasserfrei) > 99,5 % p.a. (3783.1)

I sopropanol (2-Propanol/ Isopropylalkohol) > 99 % (9866.49
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,4) > 99,5 % p.a. (3904.2)
Methylalkohol (Methanol) > 99 % (8388.1)

Natriumchlorid (NaCl) krist. > 99,5 % p.a. (3957.1)
Natriumhydroxid (Pl&tzchen) > 99 % p.a. (6771.1)
N,N-Dimethylformamid-L 6sung > 99,9 % p.a. (6251.1)
Xylol-Ersatz Roti-Histol® (6640.1)

Féarbekasten (H549.1)

Glaskasten (H554.1)

Farbegestell (H552.1)

Drahtbligel (H553.1)
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Chemipharm GmbH, Sulzbach
Formaldehyd-L 6sung 36 % DAB 7 (4210756255)

Dako Diagnostika GmbH, Hamburg
DAKO-PEN (S2002)
Glycergel (C056330)

DIFCO-Laboratories, Detroit, USA
Bacto-Agar (0140-01)

Fluka Feinchemikalien, jetzt: Sigma-Aldrich-Laborchemie, Seelze
Ampicillin (10047)

Dextransulfat (31395)

Diethylpyrokarbonat (DEPC) (32490)

Imidazol (36750)

Paraformal dehyd (76240)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (93352)

Gesdllschaft fur Labortechnik GmbH (GfL), Burgwedel
Wérmeschrank (7601)
Wasserbad (1013)

ICN BiomedicalsInc., CastaMesa, USA
Natrium-EDTA-Trypsin-L6sung (16-891-49)

Invitrogen BV, Groningen, Niederlande
pCR®2.1-TOPO® V ektor-Kit
TOPO TA Cloning® pCR®II-Topo® Kit

Kreatech Diagnostics, Amsterdam, NL (Vertrieb: Dianova GmbH, Hamburg)
Target Unmasking Fluid® 3 x (TUF®) (SP-0000-TUF3)

Life SciencesInt. GmbH, Frankfurt/M.

Coverplates™
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Macherey-Nagel GmbH & Co KG, Diren
NucleoSpin® Extract 2 in 1-Kit
Nucleobond® Kit PC 20 (740571.100)

M arabuwerke GmbH & Co, Tamm
Fix-0-gum® (290117000)

Menzel Glaser, Braunschweig
SuperFrost®/Plus-Objekttrager (041300)

Merck Eurolab GmbH, Dar mstadt

CaCl, (102382)

Dimethylformamid (1.03053.1000)

Formamid, 100%, nicht deionisiert (109684.1000)
HCI, 1N (109970)

KCI (4938)

MgCl; x 6 H,0 (105833)

NaCl krist. (1064000.5000)

Papanicolaou 1b-L 6sung, (9254)

Saures Hamatoxylin nach Ehrlich (K22638002)
Triethanolamin (1083790250)

Wasserstoffperoxid Perhydrol® (H20,) 30 % (1.07210.0250)

PAA-Laboratories, Colbe

Fetales Kélberserum (FKS) (A 15-042)
Trypsin (L11-004)
Penicillin/Streptomycin (P/S) (P 11-010)
RPMI 1640 1x (E 15-840)
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Qiagen, Heidelberg

EDTA EasySol; 0,5M EDTA-Na&; (pH 8,0) (EDTAOSM1)
Formamid, 100%, deionisiert (FORMDQ03)

10 x PBS (PBS10X02)

20 x SSC (standard saline citrate) (SSC20X01)

Triton X-100 (TRX10001)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
anti-digoxigenin-AP Fab fragments, 150 U (1093274)
DIG RNA Labding Kit (SP6/T7)

Proteinase K (1413783)

RNase A (1119915)

RNase T1 (109207)

Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, Niederlande
Tissue Tek® O.C.T Compound (4583)

Serva, Boehringer Ingelheim, Bioproduct Partnership, Heidelberg
EDTA-Na; (11280.01)

Casein-Pepton (Peptone from Casein) (43600)

Hefe-Extrakt (Y east extract Servabacter) (24540)
Natrium-EDTA-L6sung (0,5 M; pH 8,0) (11280)

Sigma-Aldrich, Steinheim

3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid DAB > 99 % p.a.) (D-5637)
B(2)-di-Mercaptoethanol > 98 %, p.a. (M3148)
5-Brom-4-Chlor-3-1ndolylphosphat (X-Phosphat) (B6777)
5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl B-D-Galactopyranosid (X-Gal) (B4252)
N,N-Dimethylformamid (D-4254)

DNA Sodium Salt Type XIV from Hering Testes (D6898)
Levamisol (L9756)

LiCl [8 M] (7026)

Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) (N6639)

Piperazin-N,N"big 2-ethansul fat-Saeure] (PIPES) (P3768)
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RNA Typelll from S. cerevisiae (R7125)
steriles neutrales Schafserum (S2263)
TrissEDTA Buffer 100 x (100 x TE) (T2985)

Vogel GmbH & Co., Gielden
Paraffin (in Granulatform; Schmelzpunkt: 56 - 58°C)

8.3 Losungen und Puffer

8.3.1 Zellkultur

Fetales Kéalberserum (FKYS)
Steriles FKS vor Verwendung fur mindestens 30 Minuten auf 56°C erwérmen (Inaktivierung

von Komplement); langerfristige Lagerung bei —20°C

Kultivierungsmedium (Nahr medium)
445 ml RPMI 1640

50 ml FKS

5 ml Penecillin/Streptomycin

Lagerung bel 4°C

FK S-freies Medium (Spulmedium)
495 ml RPMI 1640

5 ml Penecillin/Streptomycin
Lagerung bel 4°C

Behalter zur Kultivierung von Zellen

Z€ell-/Gewebe-Kulturflaschen aus Polystyrol mit abgewinkeltem Halsstlick; Verschluf3kappe
mit gasdurchl &ssigem Bakterien-/Viren-Filtereinsatz (vent cap) [3123-025 (25 cm?), 3103-075
(75 cm?); IWAKI/Braxel Scitech Div. Asahi Techno Glass, Japan; Vertrieb: Dunn-
Labortechnik GmbH, Asbach]

Gepufferte Formalinlésung (4 %)
1. 2 g Paraformaldehyd mit 40 ml PBS (pH 7,2 - 7,4) auf 60°C unter RUhren erwdrmen
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2. 0,1 M NaOH dazugeben, bis das Paraformaldehyd vollstandig
in Losung gegangen ist (maximal 10 ml dazugeben)
3. Losung mit PBS auf 50 ml auffullen
4. Die Lésung mit 0,1 M NaOH beziehungsweise 0,1 N HCI auf einen pH von 7,2

einstellen

Mikrozentrifugengefal’-Schneidezange
®Micro Tube Cutter; zum Absetzen der K onus-Spitze von MikrozentrifugengefaRen
[Z 21708-5; Aldrich Chemical Company Inc., Milwaukee, USA]

Einbettkapsel und Filter papier

Zur Lagerung des Zellpellets wahrend der Fixierung und Einbettung; Tissue Tek 111, Biopsy
Cassette 4172; Tissue Tek |1®-Filterpapier [SA-4694; Miles Scientific, Naperville, USA;
Vertrieb: Vogel GmbH & Co., Giel3en]

8.3.2 Herstellung der Sonden

Wenn nicht anders angegeben wurden alle Verdiinnungen mit Aqua. bidest vorgenommen

Messung der Nukleinsdure-K onzentration, PCR

DEPC-Wasser

1) Zugabe von 1 ml DEPC-L6sung (Diethylpyrokarbonat; 32490; Fluka Chemie AG, Buchs,
Schweiz) zu 1000 ml Aqua bidest.; unter langsamem Rihren 15-18 h bel Raumtemperatur
inkubieren (bis DEPC-Phase zu kleinsten Tropfchen verwirbelt ist)

2) Autoklavieren bei 121°C fur 20 min (DEPC-Wasser mul3 geruchsneutral sein!)

dNTPs

Gebrauchslosung (ANTP-Mix): je 1:10 in DEPC-Wasser verdinnen und anschlief3end alle
dNTPs zu gleichen Teilen mischen. Lagerung bei —20°C; Deoxynukleotidtriphosphate
(dNTPs): dATP/ACTP/AGTP/ATTP (je 100 mM; pH 7,5), U1330 [Promega GmbH,

Mannheim]
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Primer

MWG-Biotech AG, Ebersberg

1. Ldsung der Lyophilisate nach Herstelleranweisung

2. Gebrauchsl6sung: Ein Aliquot der Primer-Stammlésung auf 25 pmol/ul (1:4 in DEPC-

Wasser) verdiinnen

Messung der Nukleinsdur e-K onzentration

Genequant 11; Messung der RNA-/DNA-Konzentration der RNA-/DNA-Extrakte, Messung
der Primer-Konzentration (DNA-Oligonukleotide) [Pharmacia Biotech/ LKB Biochrom Ltd.,
Cambridge, UK]

M e3kuvette
Hellma® Quarzglas Suprasil Typ 105.202.008-QS; Probenvolumen:100 ul, Schichtdicke der
zu messenden Ldsung: 10 mm [Hellma GmbH & Co. KG, Mllheim]

Thermocycler

MultiCycler PTC 200 mit Reaktionsblock (Alpha Unit) 48/48 Dual Block fur 0,2 mi-
Reaktionsgefaile (Gesamtkapazitét: 96 x 0,2 ml-Reaktionsgefélie); Thermocycler nach dem
Peltier-Prinzip (thermoel ektrische Erwarmung/K ihlung) [MJ Research Inc., Waltham, USA;
Vertrieb: Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf]

Heizblock
Thermostat 3401; zum raschen Auftauen der Reagentien [Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg]

Vortexer
|KA®-Works MSL Minishaker [Janke & Kunkel GmbH & Co. KG, Staufen]

Zentrifuge
Tischzentrifuge Roth® MicroCentrifuge Model SD [T464.1; Carl Roth GmbH, Karlsruhe]

Reaktionsgefalie
Aus Polystyrol; mit flachem Deckel; Volumen: 0,2 ml; RNAse-/DNAse-frei; autoklavierbar
[711082; Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf]
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Gelelektrophor etische Detektion der PCR-Produkte

Tris-Borat-EDTA -Puffer (TBE)

Stammldsung (10 x):

108 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan [Fluka Chemie GmbH, Buchs, CH] (93352)
55 g Borsaure [Fluka Chemie GmbH, Buchs, CH] Borsaure > 99,5 % p.a. (15663)

40 ml Na-EDTA [ICN Biomedicals Inc., Casta Mesa, USA]
Aquabidest. ad 1000 ml

Stamml ésung kochen (15 min, 100°C)

Gebrauchsl6sung: Stammlésung 1:10 in Aqua bidest. verdiinnen

Lagerung bel Raumtemperatur

Ethidiumbromid-impragniertes Agar ose-TBE-Puffer-Gel

Protokall fur zwel Agarose-Gele (Dicke: 5 mm, je 20 Slots):

1. 1,82 g Agarose mit 91 ml TBE-Puffer 1 x im Erlenmeyerkolben in der Mikrowelle kurz
aufkochen lassen, bis die Agarose vollstandig gel6st ist. Auf 60°C abktihlen lassen.

2. 1,8 pl Ethidiumbromidl6sung (Ethidiumbromid-L6sung 1 % (10 mg/ml), 2218.1, Carl Roth
GmbH, Karlsruhe) dazu geben und gut mischen.

3. Die noch flUssige Agarose in die Plexiglasform
ausgief3en und beide Kamme (fur 20 Slots) im Spannrahmen befestigen. Gel vor Gebrauch
mindestens 1 h lang fest werden lassen
Lagerung der fertigen Gele bei 4°C fur max.1 Woche (luftdicht in Plastikfolie verpackt)

DNA-Fragment-L eiter

Stamml6sung: Superladder low; 10 DNA-Fragmentlangen (100 bis 1000 bp) in einem
Abstand von jeweils 100 bp

Gebrauchsl6sung (Menge ausreichend fur einen Slot):

3 ul Superladder low

3 Ul 6 x Gel Loading Dye (s. 8.2)

7 pl Aqua bidest.

Lagerung: 4°C bel regelméliigem Gebrauch, ansonsten bei -20°C

Pro Agarosegel mit 20 Slots werden jeweils 2 Slots fUr linker- und rechterseits die Proben

flankierende Leitern benutzt
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Gel-Elektrophor ese-Kammer
Aus Plexiglas, zur waagrechten Elektrophorese; Beflllung mit ca. 300 ml 1 x TBE
[Von-KEUTZ-Laborgerdte GBR, Reiskirchen]

Giel3-Einsatze, Steck-Kamme

Einsdtze aus Plexiglas, Kamme aus Plastik; geeignet zum Giefien von zwel
zusammenhangenden Agarose-Gelen mit jewell 20 Slots und einer Dicke von 5 mm
[Von-KEUTZ-Laborgerdte GBR, Reiskirchen]

Stromquellefir die Elektrophorese-Kammer
Consort E425 Microcomputer Electrophoresis power Supply; Standard-Einstellung: 500
mA/120V [CONSORT nv, Turnhout, B]

UV-Translluminator
TF-20 M; 6 UV-Leuchtrohren (je 15 W); Wellenlange: 312 nm [Vilbert Lourmat, Marne La
Vallee, F]

Kamera
Polaroid MP4 Land Camera 44-01; mit Stativ und Filmkassette fur Polaroid-Filme
(Sofortentwicklung) [Polaroid Corp., Cambridge, USA]

Film-Material
Polaroid Typ 667 DP (3¥a x 4% “), 1SO 3000/36° [Polaroid (U.K.) Ltd., St. Albans, UK;
Vertrieb: Besier OHG; Wiesbaden (110378)]

Klonierung

Luria-Bertani (LB-)Medium (pH 7,0)

Casein-Pepton 1% (s.8.2)

Hefe-Extrakt 0,5 % (s.8.2)

NaCl: 1% (s.8.2)

1 N HCI beziehungsweise 1 M NaOH zur pH-Wert-Einstellung auf pH 7,0
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Ampicillin (s. 8.2)
Lagerung bel 4°C
Zusatz von 80 pg/ml zum LB-Medium nach Abkuhlung auf 55°C

Agarose
Zugabe von 15 g/l zum LB-Medium fir die Herstellung von LB-Agar-Platten

X-Gal
Lagerung bel —20°C und vor Licht geschiitzt; Stammlésung: 40 mg/mi

Extraktionskit fir PCR-Produkte

NucleoSpin® Extract 2 in 1; zur Extraktion von DNA-Fragmenten aus PCR-
Reaktionsansdtzen und Agarosegel -Banden

[740 590.250; Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren]

Beinhaltet:

NucleoSpin tubes (DNA-Filtrationseinheit)

2 ml-Mikrozentrifugengefaile (Sammelgefald fur das Filtrat)

Buffer NT1 (Lyse der Agarose)

Buffer NT3 (Aufreinigung)

Buffer NE (Elution der DNA aus den NucleoSpin tubes)
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Klonierungskit
TOPO TA Cloning® pCR®11-TOPO®; zur Klonierung von PCR-Produkten in Plasmid-DNA
und Transformation von E. coli [K4600-01; Invitrogen BV, Groningen, NL]
Beinhaltet:
TOPO TA Cloning® reagents (Box 1; Lagerung bei -20°C):
pCR®11-TOPO®-Plasmid-DNA (10 ng/ml) in 50 % Glycerol
50 mM Tris-HCI (pH 7,4)

1 mM EDTA
1mM DTT
0,1 mM Triton X-100
100 pg/ml BSA
Phenolrot
10 x PCR Puffer: 100 mM Tris-HCI (pH 8,3)
500 mM KCI
25 mM MgCl;
0,01 % Gelatine
Salz-Losung: 1,2 M NaCl
0,06 M MgCl,

dNTP Mix: je 12,5 mM dATP/ACTP/dGTP/dTTP
M13 Forward (-20) Primer (0,1 pg/pl in TE-puffer)
M13 Reverse Primer (0,1 pug/pl in TE-puffer)
Control Template (0,1 pug/pl in TE-puffer)
Control PCR Primers (0,1 pg/ul in TE-puffer)
Steriles Wasser
One Shot® Reagents (Box 2; Lagerung bei —80°C):
SOC-Medium: 2 % Trypton

0,5 % Hefe-Extrakt

10 mM NaCl

2,5mM KCI

10 mM MgCl;

10 mM MgSO,

20 mM Glukose
TOP 10-Zellen (Chemokompetente/El ektrocomp™ E. coli)
pUC18-Kontroll DNA (10 ng/ul)
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Plasmid-DNA-Extraktionskit

NUCLEOBOND® PC 20-AX-Kit; zur Isolation und Aufreinigung der
klonierten/transformierten Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen [740571-100; Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diren|

Beinhaltet:

Buffer S1 (Lyse der Zellen)

Buffer 2 (Lyse der Zellen)

Buffer S3 (DNA-F&llung)

Buffer N2 (Aquilibrierung der NUCLEOBOND® AX Cartridge)
Buffer N3 (DNA-Aufreinigung)

Buffer N5 (DNA-Elution)

Schuttler
SM 25 chilttler; zur Transformierung und Kultivierung der One Shot® TOP10-E. coli
[Edmund Buhler Laborgerétebau, Glastechnik, Umwelttechnik, Tubingen]

Photometer
UV-1202 UV-VIS Spectrophotometer; zur Messung der Plasmid-DNA-K onzentration
[Shimadzu Europe Ltd./Shimadzu Deutschland GmbH]

Agar-Platten-Schalen
Rotilabo®; Durchmesser: 90 mm, Hohe: 14 mm [222.1; Carl Roth GmbH, Karlsruhe]

RT-Reaktion und Digoxigenierung

DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7); zur in vitroTranskription und Digoxigenin-Markierung
[Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany]

Beinhaltet:

NTP labeling mixture (10 mM ATP, 10 mM CTP, 10 mM GTP, 6,5 mM UTP, 3,5 mM DIG-
11-UTP, pH 7,5 (20°C))

Transkriptionspuffer (10x conc.)

DNase |, RNase-free (10 U/ul)

RNase inhibitor (20 U/ul)

SP6 RNA polymerase (20 U/ul)

T7 RNA polymerase (20 U/ul)
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8.3.3 In situ-Hybridisierung

DEPC-Wasser (s. 8.3.2)

1x PBS (pH 7,4)

100 ml 10 x PBS (steril; PBS10X02; Qbiogene, Heidelberg)
900 ml Aqua bidest

Einstellen des pH mit 0,1 M NaOH

2Xx SSC + 5mM EDTA-Na,

50 ml 20 x SSC (SSC20X 01, standard saline citrate; Qbiogene, Heidelberg)
5ml 0,5M EDTA-Na, (EDTA Easy Sol, EDTA05M1; Qbiogene, Heidel berg)
ad 500 ml Aqua bidest.

1M TrissHCI (pH 8,0)
12,119 Tris(hydroxymethyl)aminomethan (93352; Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz)

100 ml Aqua bidest. Einstellen des pH mit konzentrierter Salzsdure

0,25% Acetanhydrid in 0,1 M Triethanolamin (pH 7,5)

Komponente |Menge |Besonderheiten Hersteller
[Bestell-Nummer]
Triethanolamin | 894 mg Merck Eurolab GmbH
[1083790250]
DEPC-Wasser |ad60ml |pH mit1M HCl auf |s. 8.3.2
7,5 einstellen
Acetanhydrid 150 pl Fluka Chemie AG
[45830]

50 x Denhardts
100 ml Denhardt’s Solution (DENH1003; Qbiogene, Heidelberg)
100 ml Aqua bidest.
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Prahybridisierungs-Mix (PHB-Mix)

Komponente Menge |Hersteller [Bestell-Nummer]
20x SSC 450 ml | Qbiogene [SSC20X01]

100% Formamid, deionisiert | 675 ml | Qbiogene [FORMDOO3]

50 x Denhardts 150ml  |s.83.2

DEPC-Wasser 210 ml s. 8.3.2

Gesamtmenge: 1485 ml (30 Aliquots a49,5 ml); Lagerung bei —20°C

Puffer 4 (pH 8,0)

Komponente |Menge Endkonz. |Hersteller [Bestell-Nummer]
Tris-HCI 121g 10 mM Fluka[93352]

EDTA-Na 0379 1 mM Serva[11280.01]

Aqua bidest. ad 1000 ml

Einstellung des pH mit 2 N HCI

ssDNA (Stammldsung: 10 mg/ml)

250 mg Deoxyribonucleic acid (DNA) Sodium Salt Type XIV from Herring

Testes (D 6898 Sigma-Aldrich Chemie AG, Steinheim)
25 ml Puffer 4 (pH 8,0; s. vorige Tabelle)

RNA-Stammlésung (10 mg/ml)
10 mg RNS (R 7250; Sigma-Aldrich Chemie AG, Steinheim)

1 ml DEPC-Wasser (s. 0.)

0,5M PIPES (Piperazin-N,N"big 2-ethanesulfonsaur €])
1,7315 g PIPES (P3768; Sigma-Aldrich Chemie AG, Steinheim)

10 ml Aqua bidest.
Steril herstellen!
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20 x Hybridisierungssalze

Komponente Menge |Endkonz. |Hersteller [Bestell-Nummer]
EDTA,pH80;05M [10ml [01M Qbiogene [EDTA05M1]
PIPES, pH 7,0; 0,5 M 10ml [01M s. 8.3.2

NaCl; 50 M 30ml |30M s. 832

Hybridisierungspuffer

Komponente Menge |Hersteller [Bestell-Nummer]
100 % Formamid, deionisiert 16 ml | Qbiogene [FORMDOO3]

20 x Hybridisierungssalze (s. vorige Tabelle) |8 ml s. 8.3.2

50 x Denhardts 32ml |s. 832

Heparin (Liquemin®N, 25000 Heparin- 320yl | Hoffmann-LaRoche, Grenzach-
Natrium) Wyhlen, Schweiz [57740]

10% Triton X-100 320l | Qbiogene [TRX10001]

(20 ml Triton X-100, 90 ml Aqua bidest.)

Gesamtmenge: 27,84 ml (40 Aliquots a 696 ul); Lagerung bei —20°C

Dextransulfat

250 mg Dextransulfat (31395; Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz)

400 pl DEPC-Wasser (s. 8.3.2)

Im Mikrozentrifugengef&d ansetzen, gut mischen und in warmem Wasser |6sen. Nicht

benutzten Rest verwerfen

6 x SSC mit 45% Formamid (fur 120 ml)

Komponente Menge |Hersteller [Bestell-Nummer]

20x SSC 36 ml Qbiogene [SSC20X01] (standard saline citrate)

100% Formamid 54 ml Merck Eurolab GmbH [109684.1000]

(nicht-deionisiert)

Aqua bidest 30 ml

im Wasserbad vorinkubieren (d. h. auf 42°C erwérmen)
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L dsung zur RNase-Behandlung (fir 60 ml)

Komponente Menge bzw. Hersteller [Bestell-Nummer]
Konzentration

NaCl 10 ml (3 M) s. 832

Tris (pH 8,0) | 600 pl (1 M) s.8.32

EDTA (pH 8,0) | 120l (0,5 M) Qbiogene [EDTA05M1]

Aqua bidest. 49 ml

RNase A 30 ul (15 pg) Roche Diagnostics [1119915]

RNase T1 10 ul (5000 U) Roche Diagnostics [109207]

im Wasserbad vorinkubieren (d. h. auf 37°C erwéarmen)

Puffer 1 (pH 7,5)

Komponente |Menge Endkonz. |Hersteller [Bestell-Nummer]
Tris-HCl 12,119 100 mM Fluka[93352]

NaCl 8,77¢g 150 mM Merck Eurolab GmbH[1.06400.5000]
Aqua bidest. ad 1000 ml

Einstellung des pH mit konzentrierter HCI

RT-Blocking-L 6sung (fir 60 ml)

Komponente Menge Hersteller [Bestell-Nummer]
steriles neutrales Schafserum 1,2ml Sigma[S 2263]
10% Triton-X 100 1,8ml Qbiogene [TRX10001]
(10 ml Triton X-100 + 90 ml Aqua bidest.)
Puffer 1 (s. vorige Tabelle) ad60ml |s. vorige Tabelle
Anti-DI G-Antikor per-L 6sung
Komponente Menge |Besonderheiten/
Hersteller [Bestell-Nummer]
Anti-digoxigenin-AP-Fab fragments, 150 U 15ul Roche [1093274]
steriles neutrales Schafserum 31ul Sigma[S 2263]
10% Triton-X 100° 94 ul Qbiogene [TRX10001]
(10 ml Triton X-100, 90 ml Aquabidest.)
Puffer 1 3ml auf 37°C vorwéarmen
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Puffer 3 (pH 9,5)

Komponente |Menge |Endkonzentration |Hersteller [Bestell-Nummer]
Tris-HCl 2,422 g| 100 mM Fluka[93352]

NaCl 1,168 g| 100 mM Merck Eurolab GmbH [1.06400.5000]
MgCl,x6 H,0 2,034 g |50 mM Merck Eurolab GmbH[105833]

Aqua bidest. ad 200 ml

Einstellung des pH mit 1 M HCI vor der Zugabe von MgCl,

Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)-Stammldsung (Endkonzentration: 75 mg/ml)
1 g NBT (N 6639; Sigma-Aldrich Chemie AG, Steinheim)
13,3 ml 70% Dimethylformamid (s.0.)

5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (X-Phosphat, BCIP)-Stamml &sung (Endkonzentration

50 mg/ml)

500 mg X-Phosphat (B6777; Sigma-Aldrich Chemie AG, Steinheim)
10 ml 100% Dimethylformamid (1.03053.1000, Merck Eurolab GmbH, Darmstadt)

Substratlosung

Komponente Menge Hersteller [Bestell-Nummer]
NBT (75 mg/ml) | 150 pl Sigma-Aldrich [N 6639]
X-Phosphat 120 pl Sigma-Aldrich [B6777]
Levamisol 30 mg Sigma-Aldrich [L9756]
Puffer 3 adéOml |s.o.
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8.3.4 Immunhistologie

Tris-buffered saline (TBS, pH 7,6)
Stammldsung (10 x):

60,57 g Tris

610 ml Aqua dest.

390 ml HCI 1N

Gebrauchsl 6sung:

100 ml Stammldsung

900 ml NaCl 0,8 % (in Aqua dest.)
Einstellung des pH auf 7,6mit 1IN HCI

TUF®
Target Unmasking Fluid®; zur Demaskierung der mittels Antikorper zu detektierenden
Antigenstrukturen im Schnitt

I midazol/HCI-Puffer (0,1 M, pH 7,1)

6,81 g Imidazol

ad 1000 ml Aqua dest.

Zugeben von 500 ml 0,1 M HCI (L6sung ca. 1 Woche haltbar)

DAB-L 0sung

100 mg DAB in 200 ml 0,1 M Imidazol/HCI-Puffer (pH 7,1) |6sen und mischen
(Magnetrthrer), filtrieren

Unmittelbar vor Gebrauch 70 pl 30% H,O, zugeben

Papanicolaous Hamatoxilin

Papanicolaous L 6sung und Aquadest. im Verhdtnis 1:20 mischen und filtrieren
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8.4 Sequenzierungsergebnisse

gp70 A Sequenzierung (T7)
TGGGCCCTCTAAATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTCA
ACAGTCGTTAGTTGTGTTGGGGTCGGTGGCATTTAAAGCTAGGTATGTCCCTTGTACTAAATTTAT

gp70-A lower
TAACCTATCTCCGGTCCCAATCCGTTTGGGACCCATGGTGGTGGGGGCAACAGACCTTGGGGCGCT

TTCATTCGTTTGGGGCCTCTGGGTCCCCACTTTGGACCCTGTTTGANATTGTCGGGANGGGGGCCCC
CCNCCCNNNCNNCCNCNCTGNCCNNCCCNNCNCCCCTCTNCNCNCCCCCCCCCCCTNCNCNCCANN

CNNCNTNCATNCCGNGCGGTNATATCCNGTNCGGTTNNNCCCTNCCGCGCCNCCCGCCTNCNANT
gp70-A upper
TCCTNNTTCTTCCTNCNCNNNCNTCCCTCTCACNNCCNACATCCTNACNTNCNCTATAGNCTNACC
Sp 6 Promoter
TAANTTNGANCCGCNNTACTANGTNNTAGCNNNTTGCNGCCTNCCCCNCNCGTCCNCCNCCNNCN
M 13 Reverse

TCGC

gp70 A Sequenzierung (Sp6)
AGCTATGCATCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTC

GCCCTTTATACCGTGCAGGATAGGACCCTATCGCTTTATTCACGGTGTCCCGGCAGGTATCAACC

gp70 upper
ATTACGCCGCCTCAGGCAATGGGACCAAACCTAGTCTTACCTGATCAAAAACCCCCATCCCGACAA

TCTCAAACAGGGTCCAAAGTGGCGACCCAGAGGCCCAAACGAATGAAAGCGCCCCAAGGTCTGTT
GCCCCCACCACCATGGGTCCCAAACYGATTGGGACCGGAGATAGGTTAATAAATTTATTACAAGGG

ACATACCTANCCTTAAATGCCACCGACCCAACACAACTAAAGACTGTTGAAGGGCGAATTCTNCA
gp70 lower
GATATCCATNACACTGGCGGCCNCTCGAGNATGNATCTAGAGNGCCAAATCCGCCCTNNAGTNAG
T7 Promoter
TCGTANTNCAANTCACCNNCCGNCGTNNNACATNGTINGTGACTGNNANAANCTGGGAAAAACC
T7 Promoter M 13 (-20) Forward M 13 (-40) Forward
TTGNNNGNNCCCANCTTNNNTCNCNNTNNCNCCNCATTCCCNTTTNNCCNCNNNGNNNNNCTTNNC
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gp70 B Sequenzierung (T7)
GGGCCCTCTAgAGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTCAAC
AGTCGTTAGTTGTGTTGGGGTCGGTGGCATTTAAGGCTAGGTATGTCCCTTGTACTAAATTTATTA

gp70 lower
ACCTATCTCCGGTCCCAATCCGTTTGGGACTTGCGGGGGTGACAGGGGTaCTTAGAGGGGCAATGG

AGGCATTAACAAGAGTTATACCTGGGGTGCCTCCGTTGCCTTGGGAATGGTGAGGCTTACTCCNGA
NCCTACTCGACANNGNCTGCCTGGNGGGGTTTGCCCCTGCNACCACCTCNCTTTNCTTCNCTCCNCN
GCCCNCNNGGNNNCTNCNCNNNCNCCTTCNTCNCCNGCNCCCNGNCNNTCNGGTCATATNCTGTA

gp70 upper
NGGNNNANANNGCGAATTCTNCAANACANTCNTCCNCCCGCNCCNNCNTNCCNTCNNTCNATCAC

ANCCCCCTGCCGCCGNTNCCCNCNNNAGTATCNCCTANNTAGCNTNGCGTAANCNTGGTCNNAN
Sp6 Promoter

CTNTTTCNTGNCNTTNTNTNNANCCCNTGNNNCCNCCNTNNCACCNTGANTCANCTCN

M 13 Reverse

gp70 B Sequenzierung (Sp6)
GCTATGCATCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCaCTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCG

CCCTTTATACCGTGCAGGATAGGACCCTATAGCCCTGTTCTCGGTATCCCGGCAAGTAATGACCA

gp70 upper
TTACGCCGCCTCAGGCCATGGGACCAAATCTAGTCCTGCCTGATCAAAAACCCCCATCCAGGCAAT

CTCAAATAGAGTCCCGAGTAACACCTCACCATTCCCAAGGCAACGGAGGCACCCCAGGTATAACTC
TTGTTAATGCCTCCATTGCCCCTCTAAGTACCCCTGTCACCCCCGCAAGTCCCAAACGGATTGGGAC
CGGAGATAGGTTAATAAATTTAGTACAAGGGACATACCTAGCCTTAAATGCCACCGACCCCAACA

CAACTAACGACTGTTGAAGGGGCGAATTCTGCAgGATATCCATCACACTGGCGGGCGNTCGAACNT
gp70 lower
TCNTTTAAAGGGCCCAATTTCGCCCTATAGNGAGTNGNATTACAATTCACTGGGCGTCGNTTTA
T7 Promoter M 13 (-20) Forward
NAACNTCGTGACTGGGACAANTGGCTTCCCCNACTTNAATCCCNTTGANNACATTCCCCNTTTCCC
M 13 (-40) Forward
AATTNGCGNNAANTCNAAAAANGGCCCNNCCCATCNNCCTTTNNAACNAANTNNNNNANNCCTNT

ATTNGNNNANTAGGNCCCCCCCTTTNTNNNNNNCTTTTNTANCNCNNNNGGNGGGGNGGNNTCCN

CCcCC
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gp70 C Sequenzierung (T7)
TTGGGCCCTCTAgatGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTCA
ACAGTCGTTAGTTGTGTTGGGGTCGGTGGCATTTAAGGCTAGGTATGTCCCTTGCACTAAATTTA

gp70 lower
TTAATCTATCTCCGGTCCCTATCCGTTTGGGACCCATGGTAGCGGAGGCGACAGACCTTGGGGTGC

TGCTAGTTATTTGGGGCCTCTGGGTTGTCACCTTGGACTTTGTTTGAGATTGTCGGGATGGGGGTTT
TTGATCAGGTAAGACTAAGTTGGGTCCCATCGCCTGAGGCGGCGTAATGGTCATTACTTGCCGGGA

TACCGAQgAACAGGGCTATAGGGTCCTATCCTGCACGGTATAAAGGGCGAATTCCAQCACACTGGC
GGGCGTTACTAGTGGATCCGAgCTCG(%EI)'?éJgKirGCTTGATGCATANCTTGAGTATTCTATAGTGTC

ACCTAAATNNCNTGGCNGNATCATNGTNATAGCNGNTTCCCN NTTGTGTGAAAAATSI\?I(\SI'II?I{I?I[TI\]%gC
NTCACNATTNCN NCACAACATACNANCCC,\G/IGZN:;EI\?;/\I%TTNAAAN NGGNNAANCCTGGGGNNNCCTN

ATNANNGANCNNNCTCCCATTNANTTNNNNTNNNCCNCCCTNCCCCCCTTNC

gp70 C Sequenzierung (Sp6)
AGCTTGCATCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCG

CCCTTTATACCGTGCAGGATAGGACCCTATAGCCCTGTTCTCGGTATCCCGGCAAGTAATGACCA

gp70 upper
TTACGCCGCCTCAGGCGATGGGACCCAACTTAGTCTTACCTGATCAAAAACCCCCATCCCGACAAT

CTCAAACAAAGTCCAAGGTGACAACCCAGAGGCCCCAAATAACTAGCAGCACCCCAAGGTCTGTC
GCCTCCGCTACCATGGGTCCCAAACGGATAGGGACCGGAGATAGATTAATAAATTTAGTGCAAGG

GACATACCTAGCCTTAAATGCCACCGACCCCAACACAACTAACGACTGTTGAAGGGCGAATTCTG
gp70 lower
CAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAgJAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGA
T7 Promoter
GTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGICGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACC
T7 Promoter M 13 (-20) Forward M 13 (-40) Forward
CAACTTAATTCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAACTGGCGTAATAACGAAAAAGGCCCNACC

GATCGCCTTTCCAACAANTTGCGCACCTTAATGGGGAATGGACNCNCCCTTTTNNCGGGGCATTTA

ACNCGGNGGGGGGGNNGGGGTNNNCNCNNNNNNNNCNNNNNTTTNNNNNNNCCTNNNNCCCNNN

CTTTNNNTTNTTNCNTTCNTTTTNNCNCNNNNNNCNGNTTTTTCCCNNNAANNTTNAAN
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gp70-ges. Sequenzierung (T7)

GCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTTITACAGGCCCAATAGGTGC
gp70-ges. lower
CGTTGGGGGCGGGCTAGATAGTGCCCCTGTATGTCCCTATTGTGTCTTATTGCACAAAGCCGGTGG

GTTCTAGGAACAGTCCCTATGCACAATTCCATGCCCTGANACTTCAGATATAGTTAGTTTGTGTTGC

NNAGTAGATAGGCAGGATGGGGNNCGGTTTGTATGGTTGCTGTAGTTACCTAAGANTGCAATCCC
gp70-ges. upper
TAAGGGCGAATTCGATATCGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCTATTCTATAGTGTCA
Sp6 Promoter
GCTAAATAGCTAGGCGTAATCATGGTCANAGNTGTGTCCNGGCTNTATGCAATANNAGCGCATT
Sp6 Promoter M13 Reverse
NAGCCCGNTTATGCTTANNNGNTC

gp70-ges. Sequenzierung (Sp6)

CTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGCCCTTAGGGATTGCANTCTTAGGT
gp70-ges. upper
AACTACAGCAACCAAACAAACCCCCCCCCATCCTGCCTATCTACTCCGCAACACAAACTAACTATA

TCTGAAGTATCAGGGCAAGGAATGTGCATAGGGGCTGTTCCTAAAACCCACCAGGCTTTGTGCAAT

AAGACACAACAGGGACATACAGGGGCGCACATTCTAGCCGCCCCCAACGGCACCTATTNGGCCT
gp70-ges. lower
GTAAAAGGGCGNATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTT

GGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATCGACTGGCCGTCGTTTTACAACGTICGTGNCTGG
T7 Promoter M 13 (-20) Forward M 13 (-40) Forward
GAAAACGTCCCAAATGGTACCTAGGGGTCATGTTCNTNNGSTNGGTCNAAACANNTGGTN

p27 Sequenzierung (T7)

ANNAGAAAAACCCCCCAATTATTTATTTTNCCCCNCCGGTTTCCCTCCTAAAGCANGCTTCGATCNG

CNCGNTNNTGTNATGGATATCCTGCNCCANTTCGCCCTTCCAGAGGAANGGGAAGAANGATGGTC
p27 lower
TCCCTTTTGTTGTATATCTTTTCTGCCTCTTTNAGCANATCAGATAGGGTGAACCCTTGTNGGCCTTC

TAACCTTGGNNNCTTANTTCTTATGTCCAGGNCTAGACTGGTANATAAAGGACAGGATNNCACTAA
CACGCCTGCCCNGGGTCTTTANGGTCATAGGGAGTATACATTCTGTAANCCTCTTTTAATCTCTCTA
AAAATGCTGCNTGGCCGTTTCTTCTTTCCCTTGCACAACTNGCTTTACCCTAGTGCCNAAANCTANA
TGGGGCGTTCNTGCNNCCCCCCGCNNCAGACCCCCTAAATAGNNANNCAACTGGNGATAAAGGN

p27 upper
GTAAAGGGCGACTTNCAGCACACNGGCGGCCGTTATTATTGGANCCGAGCTCGGGACCAAGCTTG

ATGCATAGCTTGAGNNTTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATNCTCATAGCTGTT
Sp6 Promoter M13 Reverse
TCCNGNNATCAANGCCNCAAANGGGNCAAAN
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p27 Sequenzierung (sp6)

CCTTTAGTAACGGCCGCCNNNGTGCTGGAATTCGCCCTTTACGCCTTTATCGCCAGTTGCTATTAN
p27 upper
CGGNTCTCCGCGGGGCTGCAAGACCCCCCACTAATTCGGCACAGGTAAAGCAAGTTGTGCAAGGG

GNNGAGGAAACGCCATCATCATTCCTAGAGAGATNAAAACAGGCTTACAGAATGTATACTCCCTAT
GACCCTGAAGACCCGGGGCAGGCTGCTAGTGTTATCCTGTCCTTTATTTACCACNCTAGGCCAGAC
ATAAGNANTAAGTTACAAAGGCTNGAAGGCCTACAAGGGTTCACCCTATCTGATCTGCTGAAAGA
GGCNGAAAAGATATACAACAAAAGGGAGACCATCTTTCTTCCCTTTNCTCTTGAAGGGCGAATT

p27 lower
CTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCGCCNCGAGCATGCNTCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATA

GTGAGTCGTANTACAACTCACTGGCCGNCGTTCTACAACGCCGNGACTGGGAAAACCCTGGCC
T7 Promoter M 13 (-20) Forward M 13 (-20) Forward
GTTACCCAACTTAATCGTTTTGCANCACATCCCCCTTTTGCCATCTGGCGTANTANCGAAAAANGCC

CCCTACCCGA

p15E Sequenzierung (T7)

TTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGCCCTTCCTTAGTGA
TCCTACTCCTAATGGCCCATGATGGAGGATATTAAGGTAGTGAACCAGGGGGACTTGF)'I%'?EIAOXVgCA
CCCp']I:'SI'E?,lAOXVZrCCATCCCTGCTGGGAGTCAAATAGTTGTTGTCGCGGTCNTAATCCTACTCCTAATAA
GGGCGAATTCGATATCGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCTATE)I'JS'II?:'IE)KE(;TGTCACCT

AAATAGCTAGGCGTAATCATGGTCATAGNT GTTTCCNGTCTAGTTGCCAGCCATSCFZ)'I‘?CIEDTr'(I)'rggTe;GCC
CCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGI\Q\,%?GIZGTVSC?EA CTCCCACTGTCCTTTCCTA

p15E Sequenzierung (sp6)

GCCCTCTAGATGCATGCTCGAGCGGCCGCCATATCGAATTCGCCCTTATTGAGAGAGAGAGTAAA
p15E upper
ACAGCGACAACAACTATTTGACTCCCACAGGGATGGTTTGAAGGTGGTTCAACAAGTCCCCCTGGT

CACTACCTTAATATCCTCCATCATGGGCCATTAGGAGNAGGATATCCAGTAAGGAAGGGCGAATT
p15E lower
CCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGGGTCTCCCTATAGTG
T7 Promoter
AGTCGTATTACAATCGACTGGCCGTCGTTTTACAACGICGTGACTGGGAAAACGAGCTCTGCTT
T7 Promoter M 13 (-20) Forward M 13 (-40) Forward
ATATAGACCTCCCACCGTACACGCCTACCGCCCATTTGCGTCAATGGGGCGGGTTTGTTA
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U3 Sequenzierung (T7)

CTCGCCGGCGGTCACACTACCTATAGACGTCTTAAGCGGGAATCCAGCTTGAGACCAGTTGACCC
U3 lower
CTCGGACCTCTGACGACCGTCGCCGGAACTTTGAAGACGACAAAGTCGATATAGGCCCCAAATTG

ACAAGAACCGGAGTTCTTCCCGCTTAAGGTAGTNTGACCGCCGGCANTGTTCACCTAGGCTNNAG
U3 upper
CCATGGTTCGAACTANGTTTCGAACTCATAAGATATCNCAGTGGATTTATCNAACCGGATTAGTA
Sp6 Promoter
CCAGTATCNACAAGGGACCTTAGGGCAATCGGATAAACNTGANCNTNNG
M 13 Reverse

U3 Sequenzierung (Sp6)
AGTTCGAACCATGGCTCGAGGCTAGGGGATNATTGCCGGCGGTCACAGGACCTTAAGCGGGAAGA

ACTCCGGTTCTTGTCAATTTGGGGCCTATATCGACTTTGTCGTCTTCAAAGTTCCGGCGACGGTCG
U3 upper

TCAGAGGTCCGAGGGGTCAACTGGTCTCAAGCTGGATTCCCGCTTAAGACGTCTATAGGTAGTGT

U3 lower
GACCGCCGCCGACCTCGTACGTAGATCTCCCGGGTTNAGCGGGATATCACTCAGNAGAATGTTAA
T7 Promoter
GTBANCGGCAGNAAAATGTTGCAGCACTGACCCTTNTGTTNACCCTGGAANAAATTCGAAGACT
M 13 (-20) Forward M 13 (-40) Forward
TNAGNCCNTNG
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8.5 Abkirzungen

Aa
ABC
Ag
AIDS
Ak
AP
APZ

Aqua dest./bidest.

BCIP
bp

CD
cDNA
DAB
DEPC
DIG
DMF
DNA
dNTP
EDTA
EM
Env
FAIDS
FDZ
FeLV
FKS
FOCMA

gag
gp/0

H&E
HB-Mix
ID

IDZ

Adenin

Avidin-Biotin-Peroxidase-K omplex

Antigen

acquired immunodeficiency syndrome

Antikorper

alkalische Phosphatase

antigen prasentierende Zellen

Aqua destillatalbidestillata
5-Brom-4-Chlor-3-1ndolyl-Phosphat

Basenpaare

cluster of differentation

komplementére DNA

3.3’ Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid
Diethylpyrokarbonat

Digoxigenin

Dimethylformamid

Desoxyribonukleinséure

Desoxiribonukleotidtri phospat
Ethylendiamintetraessigsiure

Elektronenmikroskopie

retrovirales Gen, welches fur alle Proteine der Virushtlle kodiert
feline aquired immunodeficiency syndrom

follikul&re dendritische Zellen

Felines Leuk&mievirus

Fetales Kélberserum

feline oncoronavirus-associated cell membrane antigen
retrovirales Gen, welches fir gruppenspezifische Antigene kodiert
Glykoproteine (Hullprotein) von FeLV, 70 000 Dalton
Stunde

Héamatoxylin-Eosin

Hybridis erungsmix

Immundiffusion

interdigitierende Zellen
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IF

IPO
I|SH

IH

kb
kDa
LTR
MHC
MRNA
MuLV
NBT
n.d.
obB
p10
p12
pl5E
p27
PALS
PAP
PBS
PCR
PFA
PHB-Mix
p.i.
PIPES
pol

Prov.
RNA

RT-PCR

SPF

indirekte Immunfluoreszenz
Immunglobulin

indirekte Immunperoxidase

in situ-Hybridisierung
Immunhistologie

Kilobasen

Kilo-Dalton

Long Terminal Repeats

major histocompatibility complex
messenger RNA

Murines Leukamievirus
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

nicht durchgefihrt

ohne besonderen Befund

Coreprotein des FeL. V, 10 000 Dalton
Protein des FeLV, 12 000 Dalton
Hullprotein des FeL V, 15 000 Dalton
Coreprotein des FeL V, 27 000 Dalton
periarteriolére Lymphozytenscheide
Peroxidase-anti-Peroxidase
phosphate buffered saline
Polymerase-K ettenreaktion
Paraformal dehyd
Prahybridisierungs-Mix

post infection

Piperazin-N,N’ big] 2-ethansulfonsdure]
retrovirales Gen, welches fir die reverse Transkriptase (Polymerase)
kodiert

Provirus

Ribonukleinséure

reverse Transkriptase-PCR

Southern Blot-Hybridisation

specific pathogen free

Schweineserum
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SSC standard saline citrate

ssDNA single strang DNA

TBS Tris buffered saline

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

tRNA transfer RNA

TUF target unmasking fluid

VI Virusisolierung

X-Phosphat

s. 5-Brom-4-Chlor-3-1ndolyl-Phosphat (BCIP)
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