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Summary 5

Summary

Foamy- or Spumaretroviruses (FV) belong to the retrovirus subfamily
Soumaretrovirinae. They infect primates, cats, cattle and horses worldwide and reach
partially high prevalences. In humans they were detected only sporadically in persons
with intensive contact to primates indicative of a zoonotic infection. At present, little is
known about the biology of FVs in their authentic host or after inter-species
transmission.

For the development of diagnostic systems for the feline and bovine FV (FFV and BFV)
the Gag structural proteins were identified by immunoblotting as the best diagnostic
antigens. Subsequently GST-capture ELISAs with the FV antigens Gag, Bet and the
ectodomain of Env were established and validated.

These ELISAs were used to detect serological markers of FV infection in field samples
from cats and cattle. The studies showed a prevalence of FFV-specific antibodies of
36% in Swiss cats. The ELISAs were adapted to allow distinction of I1gG and IgM
antibodies in order to determine the stage of an infection. FFV infections were not
associated with a disease.

Cattle from Poland was to 42% BFV-positive. In Germany the BFV prevalence was at
7%. Antibodies directed against the antigens of BFV were in addition to serum aso
detected in raw-milk. This facilitates the monitoring of large dairy herds. To
complement the serodiagnostics, BFV infectivity was directly isolated from blood cells
and raw-milk but not from saliva of infected cows. Milk could therefore be considered
as carrier of infectivity for inter-species transmissions. Large scale studies with human
samples are planned.

In paralldl, it was investigated whether FVs are targeted by the recently discovered
cellular antiretrovira defence mechanism on the basis of APOBEC3. We show that Bet
deficient FFV is efficiently suppressed by a newly identified feline APOBECS3 cytidin-
deaminase. Viral genome sequencing and biostatistical analysis revealed extensive
genome hypermutation. The FFV accessory protein Bet adopts the role of Vif in HIV
and counteracts feline APOBECS3. Little is known about the mechanism of APOBEC3
inhibition, it is however certainly different than in HIV infections.

The inhibition of APOBEC3 proteins by FV Bet proteins is species-specific. This
specificity is an additional hurdle that FVs crossing the species barrier from non-
primate FV to humans have to overcome.
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Zusammenfassung

Foamy- oder Spumaretroviren (FV) gehdren in die Retrovirus Unterfamilie
Soumaretrovirinae. Sie sind in Primaten, Katzen, Rindern und Pferden weltweit
verbreitet und erreichen teilweise einen hohen Durchseuchungsgrad. Beim Menschen
hat man sie bislang nur vereinzelt — indikativ fir eine Inter-Spezies-Ubertragung
ausschliefdlich bei Personen, die intensiven Kontakt zu Primaten hatten - gefunden. Zur
Zeit weilR man nur wenig Uber die Ubertragungs- und Abwehrmechanismen der FV-
Infektionen.

Zur Entwicklung eines Diagnosesystems fur das feline und bovine FV (FFV und BFV),
wurden mittels Immunoblot Experimenten die Gag Strukturproteine as diagnostische
Antigene identifiziert. Anschlief3end wurde ein ,GST-capture® ELISA mit den FV
Antigenen Gag, Bet und der Ektodomane von Env etabliert und validiert.

Die ELISAs wurden fur die Durchfihrung von Studien mit Katzen- und Rinder-
Feldseren eingesetzt. Dies ergab bei Schweizer Katzen eine Pravalenz von 36%. Fir
FFV wurde fir die Bestimmung des Stadiums einer Infektion ein modifizierter Assay
zur spezifischen Unterscheidung von 1gG und IgM Antikorpern entwickelt. FFV
Infektionen waren nicht mit einer Erkrankung der Tiere assoziiert.

Rinder aus Polen waren zu 42% FV-positiv. In Deutschland lag die BFV-Prévalenz bei
7%. Antikorper gegen Antigene des bovinen FV wurden neben dem Serum auch in
Rohmilch detektiert. Dies vereinfacht die Uberwachung groRer Herden von
MilchkUhen. Zusédtzlich zur Sero-diagnostik wurde BFV-Infektiositét direkt aus
Blutzellen und aus Milch, nicht aber aus Speichel infizierter Rinder isoliert. Milch
konnte demnach als Ubertrager von Infektiositat fur Interspezies-Ubertragungen in
Betracht kommen. Grol3 angel egte Untersuchungen von humanen Proben sind derzeit in
Vorbereitung.

Parallel wurde untersucht, ob auf FV en zeluldrer, antiretroviraler Abwehr-
mechanismus auf Basis von APOBEC3 einwirkt, wie er bei HIV-Infektionen entdeckt
wurde. Wir zeigen, dass feline FV mit defektem Bet Protein ebenfalls gezielt durch eine
hier erstmals identifizierte feline APOBECS3-Cytidin-Desaminase supprimiert werden.
Virusgenom-Sequenzierung und biostatistische Auswertung zeigten eine signifikante
Genomhypermutation. Das akzessorische Protein Bet Gbernimmt - wie die vorliegende
Studie zeigt - bei FV die Rolle von HIV-1 Vif und wirkt APOBEC3 entgegen. Uber den
Mechanismus der APOBEC3 Inhibition ist bislang fast nichts bekannt, er unterscheidet
sich jedoch von dem bei HIV-1.

Die Inhibition von APOBEC3-Proteinen durch die FV Bet-Proteine ist spezies-
spezifisch. Diese Sperzifitét ist ein weiterer Faktor den FV, die von Nicht-Primaten zum
Menschen Ubertragen werden, Uberwinden mufiten.
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Einleitung

Foamyviren

Aus der Familie der Retroviren (Retroviridae) haben die Foamyviren (FV), die friher
auch als Spuma- oder Spumaretroviren bezeichnet wurden, bislang wenig Beachtung
gefunden (123), obwohl sie bereits 1954 in Affennierenzellkulturen beschrieben wurden
(43). FV wurden phylogenetisch vor kurzem als eigene Unterfamilie klassifiziert: die
Soumaretrovirinae. Sie sind bisang deren einzige Mitglieder und waren daher
namensgebend. Diese neue Klassifizierung wurde aufgrund wesentlicher Besonder-
heiten (siehe unten) vorgenommen, die sie klar von allen anderen bekannten Retroviren
unterscheiden, diein der Unterfamilie der Orthoretrovirinae zusammengefasst sind.

Ein Jahr vor der Entdeckung des ersten humanpathogenen Retrovirus, dem humanen T-
Zéel-Leukamie-Virus | (HTLV-I), isolierten Achong et al. 1971 das erste humane
Foamyvirus-Isolat aus lymphoblastoiden Zellen eines kenianischen Nasopharynx-
Karzinom-Patienten. Dieses und weitere Isolate aus Menschen (34, 149, 169, 180)
wurden damals als humane Foamyviren (HFV) bezeichnet. Inzwischen ist unter
anderem mittels Sequenzvergleichen gezeigt worden, dass es sich in alen daraufhin
untersuchten Falen um Interspezies-Ubertragungen von FV aus Nicht-Humanen-
Primaten handelte (Affenfoamyviren, simian foamy viruses, SFV) (60). Diese Isolate
werden seither nicht mehr als HFV, sondern a's Prototyp-Foamyvirus (PFV) bezeichnet.

Affen, Katzen, Rinder und Pferde sind die nattrlichen Wirte der Foamyviren (85). In
diesen Spezies haben sie eine hohe bis sehr hohe Préavalenz von 10 bis 70 % (31, 131).
Die genauen Ubertragungswege der FV sind nicht bekannt. Es wird jedoch
angenommen, dass sie Uber oropharyngeale Gewebe ausgeschieden werden und dann
Uber den Speichel durch Beil3en und Lecken Ubertragen werden (27, 68, 73, 175).

Da bisher weder in natirlichen noch in zoonotisch infizierten Wirten eine Erkrankung
mit FV assoziiert wurde, gelten sie als apathogen (85). In vitro fuhrt eine Infektion mit
FV hingegen zu deutlichen cytopathischen Effekten in Form von Zellfusionen
benachbarter Zellen und dadurch zur Bildung sogenannter Riesenzellen (Syncytien)
sowie zu Vakuolisierung und schliefdlich dem Zelltod. Das schaumartige Aussehen
infizierter Zellkulturen war ausschlaggebend fur die Namensgebung der FV (engl.:
foam, lat.. spuma fur Schaum). FV transgene Mause entwickelten schwere
neurologische Krankheiten (5).

Aufgrund des asymptomatischen Verlaufs der Infektionen in vivo sind FV interessante
Kandidaten fur die Entwicklung von Vektoren fur die Gentherapie (21, 113, 129). Erste
Erfolge im Einsatz als Vektoren wurden bei einer Vakzinierungsstudie mit Katzen (140)
und einer therapeutischen Studie mit Hunden (76) erzielt. In dieser Doktorarbeit wurden
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Langzeitstudien mit neu entwickelten FFV basierten Vektoren durchgefihrt
(Construction and Characterization of Efficient, Stable, and Safe Replication-
Deficient Foamy Virus Vectors, S. 62).

FV haben ein komplexes Genom und besitzen neben den fir ale Retroviren typischen
Genen gag (Strukturproteine), pol (enzymatische Proteine) und env (HUll-
Glykoproteine) regulatorische Gene am 3"-Ende. Da sie zwischen dem Env-Gen und
dem 3'-LTR liegen, werden sie als bel (engl.: Between Env and LTR (Long Termina
Repeat)) Gene bezeichnet. Das virale Transaktivator-Protein Bell, auch Tas (Trans
Aktivator der Spumaretroviren) genannt, wird sowohl fur die Aktivierung des LTR
Promotors als auch des internen Promotors, einer Besonderheit der FV (siehe unten),
benttigt. Das Produkt des bel2 Gens wurde bisher nicht identifiziert. Die Funktion von
Bet, einem Protein, das durch Spleif3en aus Teilen von bel1 und bel2 besteht, war lange
Zeit unklar. Es wurde eine Rolle bei der Etablierung der viraden Persistenz postuliert
(133, 134, 184). In dieser Arbeit wird gezeigt, dass Bet hauptséchlich als Gegenspieler
einer zelluléren, antiviralen Abwehr von Bedeutung ist.

Zu den Besonderheiten der FV gehort das Vorhandensein eines internen Promotors am
3’-Ende des env Gens. Durch den internen Promotor besteht die Mdglichkeit einer
zeitlich regulierten Transkription (88). Weitere Besonderheiten sind das Fehlen eines
Gag-Pol-Fusionsproteins und der Pol-Expression von einem gespleif3ten Transkript. Im
Gegensatz zu den Orthoretroviren fehlen bei den Gag-Proteinen der FV die Maor
Homology Region (MHR) in der Kapsid-Domane und die Cystein-Histidin-Boxen in
der Nukleokapsid-Doméane. Aulerdem ist die proteolytische Gag-Prozessierung
unvollstandig und/oder zeitlich verzogert. Gag wird nicht in die Domanen Matrix,
Kapsid und Nukleokapsid prozessiert. Stattdessem wird nur ein 4 kDa grof3es Fragment
vom C-Terminus proteolytisch abgespalten (85). Des Weiteren lauft die Reverse
Transkription zum Teil bereits in der Virus-produzierenden Zelle ab, wodurch ein
betréchtlicher Anteil von Viruspartikeln DNA-Genome enthélt (185). Diese frihe
Reverse Transkription ist essentiell fur die Infektivitdt der FV.

Das zoonotische Potential der Foamyviren

Das Nevauftreten oder Wiederauftreten von Infektionskrankheiten stellt eine
permanente Gefahr fur die Gesundheit der Weltbevolkerung sowie der Nutz- und
Wildtiere dar. Der weltweite Reiseverkehr und Gutertransport haben das Risiko einer
schnellen und globalen Ausbreitung von Infektionskrankheiten erhoht. SARS und der
Erreger der Vogelgrippe H5N1 waren die jlngsten Bedrohungen mit Pandemie-
Potenzial (94).

Da Viren nicht de novo entstehen, mufd definitionsgemald ein flir eine Spezies
sogenanntes ,,neues’ Virus immer von einer anderen Spezies stammen (164), also Uber
die Spezies-Grenze (interspezies) Ubertragen werden. Bei manchen Viren gehdrt ein
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Wirtswechsel auch zum reguldaren Ablauf des Replikationszyklus. In dieser Arbeit
werden Interspezies-Ubertragungen unabhéngig von einer Krankheitsassoziation as
zoonotische Ubertragung bezeichnet. Wzhrend der langen Koevolution von Virus und
Wirt bilden sich zahlreiche Wechselwirkungen aus (Koadaptation), durch die erst der
komplexe Prozess der Virusreplikation erméglicht wird. Dies fihrt zu einer Spezies-
Spezifitdt (Einnieschung), die die Ubertragung auf einen neuen Wirt erschwert (166).
Dennoch Uberschreiten Viren und andere Pathogene sporadisch die Wirtsgrenzen zu
einem neuen Wirt, einschliefdlich dem Menschen. Nur selten adaptieren sie sich so an
den Menschen, dass eine weitere direkte Mensch-zu-Mensch-Ausbreitung madglich
wird.

Viren, die die Wirtsschranken Uberschreiten, missen viele Hurden tUberwinden: 1. Es
muss zum Kontakt mit dem neuen Wirt kommen, 2. Die Viren missen einen
permissiven Zelltyp antreffen, in den sie eindringen konnen, 3. Sie missen sich selbst
vervielfatigen, 4. Sie mussen mogliche Abwehrmechanismen Uberwinden und 5. Sie
muissen wieder aus der Zelle austreten und auf andere Ubertragen werden. Die nachst
hohere Leistung ist der Ubertritt auf einen weiteren Organismus.

RNA-Viren haben besonders viele Moglichkeiten entwickelt, sich schnell an neue
Bedingungen anzupassen, sie gelten daher als die Viren mit dem groften zoonotischen
Potential (110). RNA-Viren besitzen keine oder kaum Korrekturlesemechanismen bei
der Replikation ihrer Genome (42). Deshalb entstehen wahrend der Replikation viele
Mutationen. Im infizierten Wirt existieren parallel zahlreiche RNA-Viren als Quasi-
Spezies mit vielen genetischen Unterschieden. Bei einer Veranderung der Umgebungs-
bedingungen kann sich eine Variante mit vorteilhaftem genetischem Programm schnell
vervielfatigen (41).

FV haben verglichen mit den anderen Retroviren ein sehr konserviertes Genom (21).
Obwohl dies gegen die schnelle Anpassung an einen neuen Wirt spricht, ist wiederholt
gezeigt worden, dass von wilden und in Gefangenschaft |ebenden Affen FV auf
Menschen Ubertragen worden sind. Erste Untersuchungen deuteten darauf hin, dass das
Prototyp-FV zum Teil stark verbreitet war (1, 2, 92, 95, 111). Dies konnte nicht
bestétigt werden, und heute geht man von einer sehr geringen Préavalenz aus (6, 28, 112
143, 144). Die betroffenen Personen sind Affen-Jager in Afrika, die Affenfleisch als
Nahrung zubereiten, Zootierpfleger, die berufsbedingt Kontakt zu Affen haben und
Besucher von sog. Affentempeln. Insbesondere bei der Bevdlkerung Zentralafrikas ist
aufgrund der mangelnden Gesundheitsversorgung mit elner moglicherweise hohen Zahl
unidentifizierter SFV-infizierter Personen zu rechnen. Zwe bis vier Prozent der
untersuchten Tierpfleger weisen ein klare, gegen PFV/SFV, nicht aber gegen andere
Affenretroviren gerichtete, Seroreaktivitét auf (26, 61, 135). Es wurde gezeigt, dass die
auf den Menschen Ubertragenen SFV von Schimpansen (Pan troglodytes), Pavianen
(Papio sp.), Gorillas (Gorilla gorilla), Mandrillen (Mandrillus sphinx), Makaken
(Macaca sp.) und afrikanischen Grinen Meerkatzen (Cercopithecus aethiops)
stammten. Die Tatsache, dass von verschiedenen Primatenspezies, die jeweils ihr
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eigenes, genetisch und antigenetisch klar unterscheidbares SFV haben, Interspezies-
Infektionen des Menschen stattgefunden haben, verdeutlicht das allgemein hohe
zoonotische Potential der SFV. Bissverletzungen, Kontakt zu maoglicherweise
infektiosem Affenspeichel (45) oder zu Korperflissigkeiten wahrend des Schlachtens
und Xenotransplantationen von Pavianorganen waren urséchlich fir die SFV-
Infektionen (9, 61, 177). Die Infektion verlief auch nach zoonotischer Ubertragung im
Menschen persistent mit permanent hohem Spiegel PFV-spezifischer Antikorper.
Wahrend der Infektion wurden intakte und unvollstandige Genome verbreitet. In
einigen Falen wurden infektitse Viren isoliert (23, 32, 141). Bei keinem der wenigen
bekannten Félle wurde die zoonotische SFV-Infektion mit einer Erkrankung des
infizierten Menschen in Zusammenhang gebracht. Weder Familienmitglieder noch
Empfanger von Blutprodukten SFV-infizierter Menschen wurden positiv auf SFV
getestet (23). Kirzlich wurde jedoch gezeigt, dass SFV durch Bluttransfusion zwischen
Rhesusmakaken Ubertragbar ist (74). Bis heute wurde keine weitere Ausbreitung der auf
Menschen Ubertragenen SFV beobachtet. Aufgrund der geringen Anzahl dokumentierter
Fale kann noch kein abschlieffendes Urteil Uber die Gefahrdung durch auf den
Menschen Ubertragene SFV gefdllt werden. Fir eine dauerhafte Etablierung von SFV
im Menschen konnte entscheidend sein, dass die meisten der bekannten SFV-
Infektionen beim Menschen in Zentralafrika auftraten, einer Region in der auch HIV-
Infektionen haufig sind. Wie sich eine Doppelinfektion mit HIV und SFV beim
Menschen auswirkt, ist nicht bekannt. Es ware bei spielsweise denkbar, dass sich SFV in
den durch eine HIV-Infektion immunsupprimierten Patienten leichter adaptiert und
etabliert (168).

Das zoonotische Potential der Nicht-Primaten-FV von Katzen (felines Foamyvirus,
FFV), Rindern (bovines Foamyvirus, BFV) und Pferden (equines Foamyvirus, EFV) ist
kaum untersucht worden. In den westlichen Industrienationen ist der Kontakt zu Nicht-
Humanen-Primaten auf eine sehr geringe Zahl von Personen beschrankt. Im Gegensatz
dazu ist in diesen Landern beinahe die gesamte Bevdlkerung den Pathogenen von
Rindern ausgesetzt. Ein Teil der Bevolkerung kommt durch Haustierhaltung (Katze,
Pferd) in den Kontakt mit FV infizierten Tieren. Die Zoonose-Geféhrdung besteht
entweder beim Kontakt mit FFV-, BFV- oder EFV- kontaminierten K érperfllssigkeiten
der infizierten Tiere oder indirekt durch Nahrung oder medizinische Produkte, die von
infizierten Tieren stammen. Theoretisch kénnen auch Blut- oder Organspenden FV
infizierter Personen eine Gefahrdung darstellen.

Bel Katzen wurde FFV erfolgreich aus Rachenabstrichen isoliert (8) und kéme demnach
bei Bissverletzungen in direkten Kontakt mit permissiven Zellen. Bei Rindern wurde
ebenfalls diskutiert, ob BFV im Speichel vorkommt und durch Niesen von Tier zu Tier
Ubertragen wird (67). Eine Ubertragung tber die Ernahrung ist jedoch wahrscheinlicher.
Es wurde namlich bereits gezeigt und ebenfalls in dieser Arbeit bestétigt, dass BFV-
Infektiositédt in der Rohmilch vorkommt (96). Die Wahrscheinlichkeit einer
erfolgreichen Interspezies-Ubertragung héngt zwar von der N&he der genetischen
Verwandtschaft ab, ist aso vom Affen zum Menschen wahrscheinlicher as von Katze
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oder Rind, dies schliel} eine solche Ubertragung jedoch nicht aus. Dies zeigt sich
beispielweise bel Hantaviren, die von Nagetieren auf den Menschen Gbertragen werden.
Basierend auf den jetzigen Erkenntnissen wird der noch unbekannte Rezeptor, den FV
fUr den Eintritt in die Zielzellen bendtigen, auf sehr vielen, auch humanen Zdllinien,
exprimiert und macht diese dadurch permissiv.

Die Erkenntnisse zum zoonotischen Potential der Nicht-Primaten Foamyviren sind in
dem von uns verfadten Review-Artikel ,Das zoonotische Potential animaler
Foamyviren* (125) (S. 49) zusammengefalit.

Um die Pravalenz der Nicht-Primaten-FV in ihren Wirten zu ermitteln und mogliche
zoonotische Ubertragungen im Menschen zu identifizieren, werden sensitive und
spezifische Diagnoseverfahren bendtigt, die fir ein Screening grof3er Probenzahlen
geeignet sind. Ein solches Verfahren dient zundchst der Identifizierung potentiell
positiver Proben, die anschlief3end durch weitere Tests bestétigt bzw. ausgeschlossen
werden. Die Diagnostik fir FV wurde Uberwiegend mittels indirekter Immun-
fluoreszenz oder dem sogenannten Ouchterlony-Test durchgeftihrt. Diese Verfahren
sind in Zusammenhang mit FV-Diagnostik weder sehr spezifisch noch sensitiv. Das
Standard-System fir die Detektion FV-spezifischer Antikorper ist momentan der
Western Blot. Bislang wurden fur FV-diagnostische Western Blots Antigene, die aus
mit einer oder mehreren FV-Spezies infizierten Zellkulturen stammten, verwendet. Die
genannten Tests sind sehr zeit- und kostenintensiv und daher nicht geeignet fir einen
hohen Probendurchsatz. Als Methode, mit der Moglichkeit eine grof3e Anzahl von Seren
zu untersuchen, wurde fir FFV ein ELISA entwickelt, der aufgrund eines hohen
Hintergrundes relativ unsensitiv ist (176). Als sensitive Methode wird die
Polymerasekettenreaktion (PCR) eingesetzt, sie ist jedoch anfallig fir Kontaminationen
und deswegen aleine nur bedingt aussagekraftig. Virus-Isolierung ist die sicherste
Methode, um eine Infektion festzustellen, sie ist aber extrem arbeitsaufwendig. Man
braucht dartiber hinaus Kenntnis Gber den Ort der Virusfreisetzung. Bei zwei Studien
mit Veterindren wurden keine Marker einer FFV Infektion festgestellt (30, 176).
Studien zu BFV und EFV gibt es nicht. Da bisher keine FFV- oder BFV-infizierten
Menschen identifiziert wurden, finden sich auch keine Anhaltspunkte, ob eine solche
Infektion mit klinischen Symptomen verknlpft ist. Katzenpathogene im Allgemeinen
stehen unter dem Verdacht, ein Risikofaktor bei der Entwicklung komplexer, von vielen
Faktoren abhangiger Krankheiten wie zum Beispiel Schizophrenie zu sein (153).

Dies war einer der Grunde fur die Entwicklung neuer, sensitiverer Diagnose-Verfahren
fur FFV und BFV, die in dieser Promotionsarbeit beschrieben werden. Die ELISAs
bieten insbesondere die Moglichkeit, mit vertretbarem Zeit- und Kostenaufwand viele
Proben zu untersuchen (Antibodies against Gag are diagnostic markers for feline
foamy virus infections while Env and Bet reactivity is undetectable in a substantial
fraction of infected cats (S. 21), Serological detection systems for identification of
bovine foamy virus-infected cattle facilitate screening of cows shedding bovine
foamy virusvia milk (S. 28)).
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APOBECS3 Proteine als Abwehrsystem gegen retrovirale
Infektionen

Zur Abwehr mikrobieller Pathogene haben hthere Organismen wéhrend ihrer Evolution
ein grofles Repertoire unterschiedlicher Verteildungs-Mechanismen entwickelt. Diese
gehoren entweder zur erworbenen, adaptiven Immunantwort wie Antikorper und
zytotoxische T-Zellen, oder zum angeborenen (,innate’) Immunsystem. Das
angeborene Immunsystem wurde in den vergangenen Jahren verstarkt untersucht. Die
dafir notwendigen Verfahren stehen erst seit kurzem zur Verfigung. Zu den
Komponenten des angeborenen Immunsystems gehdren unter anderem antimikrobielle
Peptide, proteolytische Kaskaden, Signalmolekile wie Interferone und spezielle
phagozytierende Zellen (17, 58). Zu den neuesten Entdeckungen zahlt eine Gruppe von
Proteinen mit dem Namen APOBECS3. Dies sind Enzyme mit Cytosin-Desaminase-
Aktivitdt. Bel HIV-1 wurde gezeigt, dass APOBEC3F und APOBEC3G den HIV-
Replikationszyklus zum Erliegen bringen. Die APOBEC3 Proteine werden in der
virusproduzierenden Zelle exprimiert und in die Viruspartikel verpackt. In der nchsten
Zielzelle bewirken sie wahrend der reversen Transkription, in dem zuerst gebildeten
einzelstrangigen DNA-Strang (Minus-Strang) eine Desaminierung von Cytosinen zu
Uracil. Das fuhrt dazu, dass nachfolgend Uracil von der viralen Reversen Transkriptase
als Thymin erkannt und anstelle eines Guanins ein Adenin in den plus DNA-Strang
eingebaut wird. Dadurch kommt es zu einer exzessiven Anhdufung von G zu A-
Mutationen im Virusgenom, was schliefdlich zum vdlligen Informationsverlust des
Genoms fuhrt. Die Uracile im proviralen DNA-Genom induzieren zudem eine
Degradation durch Uracil-N-Glycosylasen. Um diesem Abwehrmechanismus zu
entgehen, kodiert HIV-1 fur das kleine, akzessorische Protein Vif (virion infectivity
factor) (148). Vif bindet an APOBEC3G und rekrutiert einen Ubiquitinligase-Komplex,
der APOBEC3 durch Polyubiquitinierung zum 26S-Proteasom steuert, wo es degradiert
wird (186). Abgesehen davon hemmt Vif die Neusynthese von APOBEC3 (150). Die
Abwehr der antiretroviralen Wirkung von APOBEC3 durch Vif ist weitgehend spezies-
spezifisch. Vif aus HIV-1 neutralisiert nur humanes und Schimpansen-APOBECS, nicht
aber die APOBEC3-Proteine von afrikanischen Grinen Meerkatzen oder Rhesus-
makaken. Umgekehrt sind die Vif-Proteine von Makaken- und Schimpansen-SIV aktiv
gegen humanes APOBECS3G, nicht aber das Vif von Grinen Meerkatzen-SIV. Dies
konnte eine Erklarung dafiir sein, dass es keine zoonotischen Ubertragungen von griinen
Meerkatzen-SIV zum Menschen gegeben hat, jedoch SIV von Makaken der Ursprung
von HIV-2 beim Menschen sein konnte (37).

Neben der Aktivitét als Cytosin-Desaminase wirkt APOBEC3G auch nicht-enzymatisch
antiretroviral. Die zugrunde liegenden M echanismen sind noch nicht aufgeklart (18).

In Zusammenarbeit mit C. Munks Arbeitsgruppe am Paul Ehrlich Institut zeigten wir,
dass FFV durch APOBECS inhibiert wird und dass das akzessorische FFV-Protein Bet
der molekulare Gegenspieler des felinen APOBEC3 ist. (The antiretroviral activity of
APOBECS3 isinhibited by the foamy virus accessory Bet protein, Seite 43)
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Ergebnisse und Diskussion

Antibodies against Gag are diagnostic markers for feline foamy
virus infections while Env and Bet reactivity is undetectable in
a substantial fraction of infected cats

Retroviren im allgemeinen und FV im speziellen gehéren zu den Viren mit einem hohen
zoonotischen Potential. Dies verdeutlichen inzwischen zahlreiche Berichte Uber die
Identifizierung von Menschen, die durch den Kontakt zu Primaten mit SFV infiziert
wurden (61, 177). Das Nicht-Primaten-FV aus Katzen, FFV, ist diesbeziglich kaum
untersucht. Bei zwel Studien mit Veterinaren wurden keine Antikorper-Tréger
identifiziert. Entweder haben keine Ubertragungen stattgefunden oder die verwendeten
Tests waren nicht sensitiv genug. Die grof3e phylogenetische Distanz zwischen Mensch
und Katze erschwert moglicherweise eine Direktlbertragung. Der verwendete ELISA
(176) hat eine hohe Hintergrundaktivitdt und Western Blots mit infizierten Zellen als
Antigen sind aufgrund vieler unspezifischer Reaktionen nicht empfindlich genug. In
dieser Doktorarbeit wurde deshalb erst fir FFV und spéter auch fir BFV ein sensitives
und spezifisches Diagnoseverfahren entwickelt.

Der entwickelte Assay beruht auf dem Prinzip eines fir humane Papillomviren (HPV)
entwickelten modularen Glutathion-S-Transferase (GST) ,Capture’-ELISA (146).
Western Blots und frihere Untersuchungen mit anderen FV wiesen auf Gag als ideales
diagnostisches Antigen hin. Zusétzlich wahlten wir die Ektodomane des Hullproteins
Env und das akzessorische Protein Bet als Antigene. Diese Proteine wurden als GST
Fusionsproteine in E. coli exprimiert und an zuvor mit Glutathion-Casein beschichtete
ELISA Platten gebunden. So wurde eine in situ-Aufreinigung der GST-Fusionsproteine
erzielt. Anschlief3end wurden Serumproben inkubiert und gebundene Antikorper mittels
eines an Peroxidase gekoppelten sekundaren Antikorpers bzw. an Protein A gekoppelte
Peroxidase detektiert. Der Assay wurde mit Referenzseren experimentell und nattrlich
infizierter Katzen validiert. Dabei bestétigte sich, dass in den Seren FFV-infzierter
Katzen gegen Gag gerichtete Antikorper vorherrschen. In den natirlich infizierten
Tieren wurden auch Bet-Antikorper konsistent nachgewiesen. Env-Antikorper waren in
zwel Serumproben detektierbar, die von natrlich infizierten Katzen stammten. Die
Antikorperlevel in den Seren der experimentell infizierten Katzen waren einheitlich
niedriger als bel natirlich infizierten Katzen. Um die Sensitivitét des Tests zu ermitteln,
wurden Referenzseren mit unterschiedlich hohen FFV-Antikérperkonzentrationen
seriell verdinnt eingesetzt. Starke Gag-Reaktivitdten konnten bis zu einer 1600 fachen
Verdinnung der Seren klar nachgewiesen werden. Um jedoch auch niedrigere
Antikorperlevel detektieren zu kdnnen, sollten die Seren nicht mehr a's 1:100 verdiinnt
werden (Daten nicht gezeigt).
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Bei einer Feldstudie mit 99 schweizer Katzen wurde eine FFV-Préavalenz von 36%
bestimmt. Der , Cutoff*-Wert (Schwellenwert) fir Gag-Reaktivitéten wurde aufgrund
der klar bimodalen Verteilung der Antikérperreaktivitdten sowohl graphisch as auch
rechnerisch ermittelt. FUr Bet und Env wurde der Cutoff-Wert, aufgrund einer
gleichmaliigeren Verteilung rechnerisch as Mittelwert plus drei Standardabweichungen
der Gag-negativen Proben ermittelt. FFV-Infektionen waren in dieser Studie nicht klar
mit einer Erkrankung assoziiert. Um eine solche Assoziation nachzuweisen und um zu
zeigen, ob beispielsweise FFV und feline Immundefizienzvirus-Infektionen (FIV)
haufig zusammen auftreten, werden grof3ere epidemiol ogische Studien benétigt.

Einzelne Serumproben wurden paralel zu den ELISA-Daten im Western Blot
analysiert. Hierbei verwendeten wir as Antigen, im Gegensatz zu in friheren
Publikationen verwendeten Lysaten FFV-infizierter Zellen, durch Ultrazentrifugation
angereicherte Virionen. Hierdurch wurden unspezifische Hintergrundreaktivitéten stark
reduziert. Das Ergebnis war klar ablesbar: Western Blot und ELISA Ergebnisse
stimmten in allen Féllen Gberein, wobei der ELISA beziiglich der Empfindlichkeit dem
Western Blot Uberlegen war. Das akzessorische Protein Bet kann zudem ausschliefdlich
im ELISA detektiert werden, weil es kein Bestandteil von Virionen ist (91).

Mit dem Konjugat aus Protein A und Meerrettich-Peroxidase werden 1gG-Molekile
aller I1sotypen erkannt. Um spezifisch IgM, das a's erstes nach einer Infektion gebildet
wird, zu detektieren, wurde ein spezifisch gegen Katzen-IgM gerichteter sekundarer
Antikorper verwendet. Sequentiell nach experimenteller Infektion von Katzen
genommene Serumproben zeigten die Funktionalitét des IgM-spezifischen Tests (8).
Der Level von FFV-Gag-spezifischen IgM-Antikorpern kumulierte bereits 14 Tage
nach Infektion, wohingegen 1gG-Antikérper erst langsam ab dem 14. Tag auftraten.
Diese Resultate wurden im Western Blot bestétigt. Unter den Feldseren befand sich
keines mit IgM-Reaktivitét, was ein Hinwels darauf ist, dass kein Tier frisch infiziert
war.

Der entwickelte FFV-Assay besitzt eine hohe Sensitivitét und er ist aufgrund der
Verwendung dreier verschiedener viraler Antigene sehr spezifisch. Diese Eigenschaften
machen ihn zu einem idealen Werkzeug bei der Suche nach zoonotischen FFV-
Infektionen im Menschen.

Serological detection systems for identification of bovine
foamy virus-infected cattle facilitate screening of cows
shedding bovine foamy virus via milk.

Der Antell der Bevdlkerung mit Kontakt zu Rindern und vor alem Produkten von
Rindern, wie Fleisch und Milchprodukten, ist weitaus grof3er als derjenige mit Katzen
als Haustiere. Eine mdglichst umfassende Kenntnis Uber die Pathogene von Rindern ist
daher wichtig. Obwohl frihere Studien Pravalenzen von bis zu 90% ermittelt hatten,
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wurde das bovine Foamyvirus (BFV) im Gegensatiz zu den meisten anderen
Rinderinfektionen kaum untersucht.

Bel dem von uns entwickelten FFV-ELISA (siehe oben) wurden fir die Detektion von
BFV Gag-, Bet- und Env-Antikdrpern die drel Antigene gegen die aguivalenten
Antigene von BFV ausgetauscht. Fur die Validierung des Assays wurden definierte aus
Polen stammende Referenz-Rinderseren verwendet. Die Referenztiere waren zuvor
mittels zweier ,nested” PCRs, eines auf BFV-infizierten Zellen basierten ELISA und
eines BFV-spezifischen Agar-Immundiffusionstests auf ihren BFV-Infektionsstatus
untersucht worden. Standard-, Cutoff“-Werte fur ale drei Antigene wurden aus dem
Mittelwert plus drei Standardabweichungen (M+3SD) der definiert BFV-negativen
Proben errechnet.

Mit dem neuen BFV-ELISA wurden 89 Rinderfeldseren aus Polen anaysiert.
Zusétzlich lagen die Ergebnisse des ,nested® PCR Tests (publiziert an anderer Stelle)
vor. Die Pravalenz von BFV-Gag-Antikorpern lag bel 42%. Gag-Seroreaktivitaten
waren im Gegensatz zu Bet- und Env-Reaktivitédten bimodal verteilt. Da sowohl ein
Referenzserum als auch eines der Feldseren Gag-Werte nahe dem Grenzwert aufwiesen,
wurden die Ergebnisse unter Verwendung eines stringenteren (doppelten) Cutoff
(2x(M+3SD)) neu evauiert. Alle Gag-positiven BFV-Referenztiere blieben weiterhin
oberhab des Grenzwerts, wohingegen ein Feldserum mit leicht erhohter Gag-
Reaktivitét negativ wurde. Da dieses Tier auch mittels BFV-spezifischer PCR negativ
getestet wurde und keine erhohten Bet und Env Seroreaktivitéaten aufwies, wurde der
BFV-Infektionsstatus negativ bewertet. Die positive Korrelation mit den Ergebnissen
der diagnostischen PCR war 100% bei Verwendung des stringenten Grenzwerts und
97,4% bel Vewendung des Standard-Grenzwerts. Unabhangig vom verwendeten
Grenzwert waren bel funf ELISA-negativen Proben die PCR Ergebnisse positiv. Keine
dieser Proben hatte Seroreaktivitéten im Grenzbereich, weshalb falsch-positive PCR
Ergebnisse angenommen werden. Wie bei dem oben beschriebenen ELISA fir FFV war
Gag das diagnostische Antigen der Wahl.

Fur andere Infektionen des Rinds war gezeigt worden, dass spezifische Antikérper auch
in Milch detektiert werden konnen. Der ELISA wurde deshalb fir die Untersuchung der
Zu den oben analysierten Serumproben gehérenden Milchproben eingesetzt. Standard-
und stringente ,, Cutoff“-Werte fir den Milchassay wurden aus den Milch-Assay-Werten
der BFV-Gag-negativen Feldserumproben errechnet. Milch- und Serum- Gag-
Ergebnisse stimmten unabhéngig vom verwendeten ,, Cutoff* in hohem Mal3 Uberein.
Bei den beiden anderen Antigenen war die Ubereinstimmung geringer. Entsprechend
dieser Ergebnisse ist auch im Milchassay Gag das diagnostische Antigen der Wahl. Die
Bestimmung von Milch-Gag-Antikorpern ist somit als Ersatz von Serumanalysen
geeignet.

Anschlief3end wurden Seren von deutschen Rindern (n=190) untersucht. Dabei wurde
eine von den polnischen Proben abweichende Verteilung der Seroreaktivitdten
beobachtet. Die deutschen Seroreaktivitdten waren nicht bimodal, sondern im gesamten
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Wertebereich verteilt. Bei Anwendung des stringenten , Cutoffs® ergab sich eine
Pravalenz von 6,8%. Bel 8 der 13 Gag-positiven Tiere wurde die Diagnose durch
zusétzliche positive Bet Reaktivitéten bekraftigt.

Milch-Gag-Reaktivitdten der Gag-seropositiven deutschen Proben waren vollstandig
konsistent. Bei den Proben mit Gag-Werten zwischen Standard- und stringentem Cutoff
wurden keine BFV-spezifischen Antikorperreaktivitdten in der Milch festgestellt.

Bel 18 Rindern aus Baden-Wrttemberg wurden parallel zu den Antikorper-Nachweisen
Blut, Milch und Speichel auf BFV-Infektidsitét untersucht. Die Proben wurden dazu mit
BFV-permissiven Hundethymuszellen (Cf2Th) bis zu vier Wochen kokultiviert.
Wahrend dieser Zeit wurden die Zellkulturen regelméllig mikroskopisch auf
virusinduzierte cytopathische Effekte untersucht. Auferdem wurden in grof3eren
Abstanden und nach Abschluf? des Experiments direkte Immunfluoreszenzen mit einem
FITC-gekoppelten BFV-Referenzserum durchgefihrt. Sechs der 18 Seren hatten
erhdhte Gag-Seroreaktivitéten. Drel davon hatten Gag-Werte deutlich Uber 500 mOD4so,
und zusétzlich auch einen positiven Milchassay Gag-Wert, und drei Gag-Serum-Werte
lagen zwischen 200 und 500 mMODgso. Bel alen drel stark seropositiven Tieren wurde
infektioses BFV aus den PBL (Peripheral Blood Lymphocytes) Zellen isoliert und in
zwei Féllen auch aus der Milch. Aus den Proben mit intermediér reagierenden und mit
negativen Seren wurde in keinem Fall BFV isoliert. Das Ergebnis steht im Widerspruch
zu einer friheren Verdffentlichung, in der BFV auch im Speichel infizierter Tiere
gefunden worden war (Kertayadnya et a., 1988).

Der neu entwickelte ELISA fur die Serumdiagnostik von BFV-Infektionen bei Rindern
zeichnet sich durch eine hohe Sensitivitét aus. Dies zeigt die hohe Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen der empfindlichen ,nested® PCR. Die Verwendung multipler
Antigenreaktivitaten fir die Beurteilung macht auf Kreuzreaktivitét beruhende falsch
positive Diagnosen unwahrscheinlich. Bet-spezifische Antikorper stellen einen idealen
Bestétigungsmarker dar.

Milchproben sind einfach zu gewinnen und eignen sich fir eine schnelle Bestimmung
klar BFV-positiver Tiere aus einem grofen Kollektiv. Positive Milch-ELISA-
Ergebnisse korellierten haufig mit Virusfreisetzung in die Milch.

Die durchgefiihrten Feldstudien verdeutlichen, dass BFV insbesondere in Polen eine
hohe Pravalenz (>40%) hat. Die Unterschiede zwischen Polen und Deutschland
reflektieren moglicherweise unterschiedliche Haltungs- und Fitterungsbedingungen in
den zwei Landern. Da aus Milch BFV-Infektiositét isoliert werden konnte, besteht
theoretisch die Moglichkeit einer Transmission Uber Milch. Wenn dies auch nicht
automatisch zu einer produktiven Infektion fihren muf3, so kann zumindest eine
humorale Immunantwort induziert werden. Intermediér reagierende Seren représen-
tieren moglicherweise durch Antigenaufnahme induzierte Immunantworten.
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Personen, die Rohmilch BFV-infizierter Rinder zu sich nehmen, kommen in Kontakt
mit BFV-Infektiositdt. Ob es dabei zu Neuinfektionen kommt, wird in einer weiter-
fUhrenden Studie momentan untersucht.

The antiretroviral activity of APOBEC3 is inhibited by the foamy
virus accessory Bet protein

Kurzlich wurde gezeigt, dass zelluldre Cytidin-Desaminasen der APOBEC3-Familie die
Genome verschiedener Orthoretroviren wahrend der Reversen Transkription durch
Mutation funktionell inaktivieren. Bei der DNA-Minusstrangsynthese werden Cytosine
durch Desaminierung in Thymine umgewandelt. Dies fuhrt zur Akkumulation von G
nach A Transitionen im Plusstrang des Virusgenoms wodurch aufgrund des Verlusts
korrekter Erbinformation der Replikationszyklus zum Erliegen kommt. Lentiviren
verhindern dies mit Hilfe des akzessorischen Proteins Vif, das APOBEC dem
proteolytischen Abbau zufthrt. In dieser Vertffentlichung beschreiben wir, dass das
feline Foamyvirus, ein Mitglied der Retrovirus-Unterfamilie Spumaretrovirinae,
ebenfalls empfindlich gegentber Genomdesaminierung durch ein hier erstmals
beschriebenes felines APOBEC3 ist und dass das FV-Bet-Protein diesen antiretroviralen
Mechanismus inhibiert.

CRFK Katzennierenzellen (Crandell Feline Kidney Cells) sind nicht permissiv fur Bet-
defizientes FFV und auch nicht fur Vif-defizientes felines Immundefizienzvirus (FIV)
(7,.147). In Anbetracht der neuen Erkenntnisse Uber die Funktion von HIV-1 Vif (siehe
Einleitung) (148) wurden Bet-defiziente FFV Mutanten molekular-virologisch unter-
sucht. Nach Infektion von CRFK-Zellen mit Wildtyp (WT) und Bet-mutierten FFV
wurde ein bis zu 1000-fach reduzierter Virustiter bel den Bet-Mutanten festgestellt.

Eine Besonderheit der FV ist das Vorhandensein proviraler DNA bereits in den
Virionen. Teilweise wird auch gespleif3te RNA revers transkribiert und intronfreie DNA
verpackt.

Vollstandige Bet-WT und Bet-Mutanten-Genome wurden in CRFK-Zéllen transfiziert.
Drei Tage nach Transfektion wurden die neu gebildeten Viren durch Ultrazentrifugation
des Zellkulturliberstands angereichert und geerntet. Mittels PCR wurde der das Intron
umfassende Bereich der WT beziehungsweise Bet-mutierten Virionen-DNA amplifi-
ziert, kloniert und sequenziert. Gespleifite Genome waren ein Garant dafir, dass nicht
transfizierte Plasmid-DNA as Matrize gedient haben konnte, sondern nur neu
replizierte DNA. WT-Genome waren nur sehr selten mutiert. Bet-Mutanten-Genome
hatten eine deutlich erhdhte Mutationsrate mit bevorzugt G zu A-Transitionen im DNA-
Plusstrang. Des Weiteren wurde gezeigt, dass diese Mutationen bevorzugt im Minus-
DNA-Strang-Kontext ~ Pyrimidin/Pyrimidin/Cytosin ~ (mutiert nach  Pyrimidin/
Pyrimidin/Thymin) auftraten. Dieser Kontext ist fir die APOBECS3F vermittelte
Editierung bei HIV-1 typisch (57, 181). Der Befund ist ein deutlicher Hinweis auf das
Vorhandensein einer APOBEC3-Desaminase in CRFK-Zellen und darauf, dass FFV-
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Bet der virale Gegenspieler dieser APOBEC3-Desaminase ist. Um eine Rolle von Bet
bei der Genauigkeit der Reversen Transkription auszuschlief3en, wurden WT und Bet-
mutierte FFV-Genome in APOBEC3-freie 293T Zellen transfiziert und die Genome auf
Mutationen untersucht. Die Mutationsrate war sehr niedrig und in beiden Gruppen
identisch, womit eine solche Rolle Bets ausgeschl ossen werden konnte.

Unser Kollaborationspartner C. Munk vom Paul-Ehrlich-Institut (PEI) identifizierte,
klonierte und charakterisierte daraufhin mittels PCR mit von humanem APOBEC3G
abgeleiteten, degenerierten Primern und RACE Techniken ein vollsténdiges felines
APOBECS (fe3).

Um zu Uberprifen, ob die oben beschriebenen Auswirkungen reproduziert werden
konnen, transfizierten wir das klonierte feline APOBEC3 zusammen mit WT und Bet-
mutierten FFV-Genomen in APOBEC3-defiziente 293T Zellen. Dies fuhrte beim WT
zu einer bis zu 10-fachen, bel dem Bet-mutierten Klon zu einer 100 bis 1000-fachen
Titer-Reduktion. Gleichzeitig wurde bei den Viren mit mutiertem Bet erneut eine
drastisch héhere Genomeditierung mit Guanin zu Adenin-Austauschen festgestellt. C.
MiUnk und seine Mitarbeiter zeigten per Coimmunprézipitation, dass Bet spezies-
spezifisch an fe3, nicht aber an humanes APOBEC3G bindet. Wir bewiesen wiederum,
dass Bet selbst nicht in Viruspartikel verpackt wird. Ein intaktes, nicht aber ein
mutiertes Bet verhinderte die Verpackung von fe3 in FFV-Virionen.

Die Daten belegen, dass fe3 fur Genomhypermutation und verminderte Partikelfrei-
setzung von FFV mit defektem Bet verantwortlich ist. Im Gegensatiz zu den
Orthoretroviren findet bei FFV die fe3-vermittelte Genomdesaminierung bereits in den
Virus-produzierenden Zellen wahrend der fir FV typischen frih erfolgenden Reversen
Transkription statt. Bet bindet speziesspezifisch an fe3 und verhindert zum einen dessen
Verpackung in Partikel und zum anderen auch auf bislang unbekannte Weise dessen
schéadliche mutagene Wirkung. Eine Degradation von fe3, wie sie das lentivirale Vif bel
humanem APOBEC3G audl6st, wurde nicht beobachtet. Moglicherweise bewirkt Bet
die Sequestrierung von fe3 in einem anderem Kompartiment der Zelle als dem, in dem
die foamyvirale Partikel bildung abl &uft.

Wie schon anadlog fur die Vif-Proteine der verschiedenen SIV gezeigt wurde,
neutralisiert auch FFV-Bet sehr speziesspezifisch das feline APOBEC3, nicht aber
humanes APOBEC3G. Diese Speziesspezifitdt macht eine erfolgreiche Replikation
nach zoonotischer Ubertragung zum Menschen oder anderen Spezies unwahr-
scheinlicher. Wie jedoch fir APOBEC3G gezeigt wurde, ist bereits ein einziger
Aminosaureaustausch ausreichend, um dessen Speziesspezifitdt zu andern (138).
Minimale Verdnderungen der beteiligten Proteine erlauben so unter Umstanden eine
dramatische V eranderung des Wirtspektrums eines Virus.
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Construction and characterization of efficient, stable, and safe
replication-deficient foamy virus vectors

FV sind aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften wie 1. Apathogenitét im nattrlichen
Wirt und nach Interspezies-Ubertragung (60, 131), 2. der hohen Wahrscheinlichkeit der
Integration aullerhalb kodierender Genomabschnitte (115, 156), 3. der grofen
Verpackungskapazitét (105) und 4. ihrer hohen physischen und genomischen Stabilitét
(142) vielversprechende Kandidaten fur die Entwicklung von Vektoren fir die
Gentherapie. Trotz des bereits hohen Sicherheitsprofils der authentischen FV werden
Modifikationen zur Erhéhung der biologischen Sicherheit untersucht. Das Ziel dieser
Bemuhungen ist durch Deletion mdglichst grof3er Abschnitte des viralen Genoms die
Vektoren replikationsinkompetent zu machen und das Risiko der Revertantenbildung
durch unerwiinschte Rekombinationsereignisse zu minimieren. Aul3erdem soll durch die
Deletion viraler Gene die Kapazitét zur Aufnahme fremder, z.B. therapeutischer Gene
erhéht werden. Wichtig bei der Entwicklung von Vektoren fur die Anwendung im Tier
oder Menschen, ist auch die Optimierung des V ektortiters.

In einer unserer friheren Studien wurde gezeigt, dass auf FFV basierende
selbstinaktivierende Vektoren (SIN) schnell replikationskompetente Revertanten
erzeugen (14). In dieser neuen Studie wurden daher SIN-Vektoren mit zusétzlicher
Deletion des env und der regulatorischen und akzessorischen bel-Gene entwickelt. Als
Reportergene dienten beta-Gal actosidase bzw. das Green fluorescent protein (GFP).

Als Nebenprojekt meiner Doktorarbeit wurden von mir Vektor-Transfektionen,
Transduktionen von Katzennierenzellen (CRFK) sowie Langzeituntersuchungen zur
Expressionsstabilitdt des Markergens und zur Vektor-Sicherheit durchgefihrt. Die
Versuche umfaldten klassische Zelkulturexperimente und FACS-Anaysen. Dabel
zeigte sich, dass der Anteil der transduzierten Zellen, die das Markergen exprimieren,
leicht ricklaufigist.

Die neuen FFV-Vektoren besitzen aufgrund der Env/Bel-Deletion eine grol3ere
Verpackungskapazitdt as frihere Konstrukte. Auch nach mehrwochiger Kultivierung
transduzierter Zellen wurden keine replikationskompetenten Revertanten detektiert und
auch eine Uberinfektion mit dem WT-Virus fihrte nicht zur Reaktivierung. Dies
verdeutlicht das sehr hohe Sicherheitsprofil der neuen Vektoren.
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Abstract

Spumaretroviruses or foamy viruses constitute a distinct subfamily of retroviruses. The biology of foamy viruses within the authentic host,
their mode of transmission, and disease potentia in the authentic host or after zoonotic transmission into human or other species are almost
unknown. Using feline foamy virus (FFV) as model system, we established modular enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) suited to
determine feline IgG and IgM antibody responses against structural and non-structural FFV proteins. We validated the ELISAs with standard
reference sera. In 99 cats admitted to a Swiss veterinary hospita, overall FFV Gag antibody prevaence was 36%, reactivity against Env and the
non-structural protein Bet each was about 25%, and 19% of the serawere directed against al three FFV antigens. With one exception, all Bet- and/
or Env-positive sera were also positive for Gag. In this small epidemiological pilot study, FFV antibodies were not significantly associated with

clinical disease.

Keywords: Foamy virus; ELISA; Humoral immunity; Diagnostic marker

Introduction

Spumaretro- or foamy viruses (FVs) are a digtinct group of
retroviruses that gained increasing interest as novel viral
vectors for gene delivery and vaccination (Linial, 1999;
Rethwilm, 2003). FVs have a complex genomic organization
with gag, pol, and env genes, the regulatory be 1/tas
transactivator gene, and bet (Rethwilm, 2003). Bet counteracts
cellular APOBEC3-mediated restriction, is involved in particle
release, and may have a role in establishing viral persistence
(Alkeet ., 2001; Lochelt et a., 2005; Meering and Linial,

* Correponding author. Abt. Genomveranderung und Carcinogenese, For-
schungsschwerpunkt  Infektion und Krebs Deutsches Krebsforschungszentrum
Heidelberg (DKFZ), Im Neuenheimer Feld 242, 69120 Heidelberg, Germany.
Fax: +49 6221 42 4932.

E-mail address: m.loechelt@dkfz.de (M. Lochelt).

2002; Russell et al., 2005; Saib et al., 1995). Presently,
insufficient data on FV replication in the infected individual,
the sites of FV replication, the authentic target cell(s), and the
extent of virus replication during life-long persistence are
available.

The zoonotic potentia of primate FVs is well established:
Simian FV (SFV) types from chimpanzee, African green
monkeys, and baboons have been detected in humans
(Heneine et al., 2003). FV zoonoses were either traced back to
simian caretakers who had been bitten by these primates
(Heneine et al., 1998) or to Africans who were exposed to
simian organs and body fluids by bush meat hunting and
preparation (Wolfe et al., 2004). It is generally accepted that
the prototypic human FV isolate HFV is actually a primate FV
(PFV). In the few zoonotic cases known so far, no disease was
associated with SFV infections and no further transmission to
other humans occurred (Heneine et al., 2003). However, HFV/
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PFV may bear a disease potential since severe neurological
disease consistently occurs in HFV-transgenic mice (Aguzzi et
al., 1996).

In small-number studies of naturally infected cats or
analysis of cats experimentally infected with wt or cloned
FFV and FFV-derived vaccine vectors, we did not find
evidence for a defined disease associated with FFV-infection
(Alke et a., 2000; Schwantes et al., 2002, 2003). However,
these studies confirmed active gene expression, replication,
and progeny virus shedding in persgtently infected cats clearly
challenging the view that FV persistence is characterized by
viral latency.

In order to study whether FFV infection is correlated with
rare disease in cat, whether it may have a co-factoria role in
other pathologies (Bandecchi et al., 1992; Glaus et a., 1997)
and to analyze whether markers of FFV infections are
detectable in man (Butera et al., 2000; Winkler et al.,
1997b), sensitive and specific antibody assay systems are
required. Besides virus reisolation and PCR genome detection,
immunoblot reactivity against FV Gag and Bet proteins and
immunofluorescence techniques are considered to be the most
reliable methods to detect reactivity against FVs (Alke et al.,
2000; Hussain et a., 2003; Khan et al., 1999; Winkler et al.,
1997b; 1998, 1999). The only FFV Gag ELISA available at
present showed considerable background reactivity (Winkler et
al., 1997b). Using these diverse techniques, FFV prevalence
ranged from 33% to more than 70% depending on the study
and geographic region analyzed (Bandecchi et a., 1992;
Daniels et a., 1999; Glaus et al., 1997; Winkler et al., 1998,
1999).

Here, we show with a novel ELISA technique that
recombinant full-length FFV Gag is the diagnostic antigen of

choice to identify experimental and natural FFV

infections.
Results

Expression of recombinant FFV Gag, Env, and Bet fusion
proteins and set-up of ELISAs

The FFV structural protein Gag, the FFV envelope-leader
protein and SU ecto-domains (Wilk et al., 2001; Geiselhart et
al., 2004; Lindemann and Goepfert, 2003), and the accessory
Bet protein (Lochelt, 2003; Lochelt et d., 2005) were expressed
as fusion proteins flanked by a N-termina glutathione-S-
transferase (GST) domain and by a C-terminal SV40-derived
tag allowing immune detection by corresponding antisera (Sehr
et a., 2001, 2002). The three FFV-fusion proteins were soluble
and predominantly full-length and were purified from recom-
binant bacteria (data not shown).

ELISAs were based on a generic assay for Human
Papillomavirus antibodies (Sehr et a., 2001, 2002). Recom-
binant FFV fusion proteins were directly adsorbed from
cleared bacterial lysates to the ELISA plates as described
(Sehr et al., 2001). Optimization of assay conditions was done
using the FFV-positive cat reference serum 8014 and FFV-
negative sera from specific pathogen-free (SPF) cats (Alke et
a., 2000; Schwantes et al., 2003). Since background
reactivity had been present in another FFV ELISA (Winkler
et a., 1997b), the ca sera were pre-adsorbed with GST-tag-
containing lysates decreasing background reactivity to 50 to
100 milli absorption units at 450 nm (mODyso).
The reproducibility of independently performed ELISAs was
high (R® = 0.987).

1.400
-|- W Gag
1.200 T mBet H
O Env
1.000 +
§ 800
[m)
o
& 600 1
400 + T
200 A
0 - a o T T |h
cat10 cat11 cat12 cat14 cat cat cat1 cat2 cat3 cat4 cats
Fuv 951 FUV 951 69/6 S2/98 pre post pre post pre  post pre post pre post

Fig. 1. Vaidation of FFV Gag, Env, and Bet ELISA by cat reference sera. Cats 10 and 12, and cats 11 and 14 were Austraian cats naturally infectec
with FFV strains FUV and 951, respectively. FFV infection had been confirmed by serology, virus reisolation, and diagnostic PCR (Winkler et al.
1998). Cat 69/6 and S2/98 were FFV-negative SPF animals. Sera of SPF cats M1 to M5 were taken before (pre) and 10 weeks after (post)
experimental FFV infection (Schwantes et d., 2003) and tested at 1:50 dilution. Results shown are antigen-specific absorption values (milli
absorption units, mOD,5,) with GST-tag background values subtracted. ELISAs were run against FFV Gag (black bars), Bet (grey bars), anc
Env (white bars) including error bars for standard deviation.
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Validation of the FFV Gag, Env, and Bet ELISAs using feline
reference sera

To validate reactivity against the three FFV proteins, we
used reference sera 10, 11, 12, and 14 from naturaly FFV-
infected Audrdian cats (Winkler e a., 1998), pre- and post-
exposition sera M1 to M5 from cats infected with empty
replication-competent FFV vectors (Schwantes et a., 2003),
and sera from FFV-negative SPF cats (Fig. 1). At 1:50 dilutions,
FFV-negative cats 69/6 and S2/98 and pre-expostion sera were
antibody-negative since the reactivity towards all three FFV
antigens was always below 23 mOD,s, In contrast, all
sera taken about 10 weeks after FFV infection showed clear
reactivity (more than 142 mOD,s;) against Gag, two animals

reacted strongly and three weakly with Bet, and none showed
clear reactivity towards Env (all below 30 mOD,s). Sera
from naturally FFV-infected cats (Winkler et a., 1998)
showed stronger reactivity. Gag was recognized best, Env
reactivity was low in two and strong in two other cats, and
Bet was consistently recognized at intermediate levels. Env
reactivity was not correlated with the serotype of the
infecting FFV isolate: the FFV FUV-derived diagnostic
antigen was similarly recognized by FFV FUV-infected cats
10 and 12 or by FFV 951-infected cats 11 and 14 (Winkler et
al., 1998). In summary, the observed ELISA reactivity of
the reference animals correlated well with their infection
status.
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Fig. 2. Kinetics of FFV Gag-specific 1IgG and IgM as determined by GST-ELISA (top, single measurements) and FFV immunoblot (bottom). Sera
from experimentally FFV FUV-infected cat M2 (Schwantes et al., 2003) taken before (pre) and O, 8, 14, 21, 35, 49 days after
infection (d.p.i.) were assayed for Gag reactivity using peroxidase conjugates of protein A (IgG) and goat anti-feline IgM (IgM),
respectively. For immunoblots with the sera taken between 0 and 35 d.p.i., enriched FFV particle preparations (+) and mock
preparations (-), respectively, were blotted after protein gel separation and the same secondary antibodies were used as above. Besides
some unspecific reactivity, two forms of Gag proteins, p52 and p48, were detected.
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Kinetics of anti FFV IgG and IgM in experimentally infected
cats

To assess whether FFV-specific 1gG and IgM antibodies can
be discriminated, ELISAs were run in pardle with a protein A
conjugate detecting cat 1gG antibodies (Yamamoto e 4., 1985)
and a peroxidase-coupled antiserum specific for feline IgM.
Due to the differentid temporal appearance of 1gG and IgM

A
mMOD,s
1600

antibodies, serialy taken blood samples from six cats infected
with empty FFV vectors were analyzed (Schwantes et dl.,
2003). The sera were also subjected to 1gG- and 1gM-specific
immunoblotting using the same secondary reagents. As shown
for cat M2 (Schwantes et a., 2003), IgM reactivity peaked 14 d
p.i. and then dropped rapidly wheress 1gG reactivity increased
geedily from day 14 (Fig. 2). The IgM-specific background
reactivity was dightly larger than that for 1gG but till dways
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Fig. 3. Distribution of Gag, Bet, and Env antibody reactivity in 99 Swiss cat sera. In panel A, ELISA reactivity of al 99 sera towards FFV
Gag, Bet, and Env is shown in dot-plot presentations. Dashed lines indi cate the cal culated cut-off values. In panel B, Gag (vertica axis) and Bet
reactivity (horizontal axis) is presented in a two-dimensional plot. Each point represents a data pair of an individua serum. The upper right sector
shows double-positive, the lower-left double-negative, the lower-right sector would display sera positive for Bet only, and the upper left sector

represents sera positive for Gag only.
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below 50 mODgso. The ELISA results paralleled the
immunoblot data and showed a sensitivity allowing IgM
detection already at 8 d.p.i.

Pattern of FFV-specific 1gG antibodies in sera of
hospitalized cats

Sera of 99 Swiss domestic cats taken to hospital for
diverse reasons were assayed for 1gG antibodies against
FFV Gag, Env, and Bet. Reactivity towards Gag was
strongest and most frequent and showed a bimodal
distribution (Fig. 3A). Gag reactivity of 63 sera was
below 45 mODys, and above 300 mOD,s, for the
remaining 36 sera. A stringent cut-off value of 112
mOD,s, was calculated as 2 x (mean + 3 SD). Bet and Env
antibodies showed not such a bimodal distribution of
reactivity. Over 50% of these sera displayed very low
values of less than 10 mODyso, the remaining sera were
evenly distributed among higher values. Bet and Env
reactivities of Gag-negative sera were all very low (Fig.
3B and data not shown) suggesting that Gag negativity is
correlated with negativity for Env and Bet. Thus, stringent
cut-off values for Bet and Env were calculated from only
the Gag-negative sera (excluding positive outliers)
resulting in values of 46 and 21 mODys, for Bet and Env,
respectively.

ELISA reactivity of sera gradually declined upon serial
dilution and remained above the cut-off at dilutions of
1:100 to 1:1.600 for Gag, 1:400 to 1:800 for Bet, and
1:100 to 1:800 for Env (not shown). Thus, 1:50 dilutions
arerequired to detect all FFV-positive sera.

Of all 99 sera, 37 showed FFV antibodies, of which 36
reacted with Gag, 26 with Bet, and 25 with Env (Table 1).
About half (19/37) of the antibody-positive sera reacted
with all three antigens whereas only 6 displayed single
reactivity against Gag or Env. The remaining sera
contained Gag plus Bet or Gag plus Env antibodies
whereas no Bet plus Env only serum was detected. The
strengths of reactivity of double-positive sera were
grossly correlated, with Env or Bet reactivities >200
mOD,so mainly coinciding with Gag reactivities

Tablel

FFV antibody patterns in hospitalized Swiss cats

Total number of sera 99

Number of triple-negative sera 62

Number of positive sera
For any antigen 37
For Gag 36
For Bet 26
For Env 25

Number of single-positive sera
For any antigen 6
For Gag 5
For Bet 0
For Env 1

Number of double-positive sera

For any combination of two antigens 12
Gag+Bet 7
Gag+Env 5
Bet+Env 0

Number of triple-positive sera (Gag + Bet + Env) 19

>600 mODyso (Fig. 3B and data not shown). The
combined reactivity of cats against Gag and Bet (26/36) is
smilar to that seen for SFV-infected chimpanzees (Hahn et d.,
1994). Only a single serum was dightly Env-positive but
negative for Gag and no serum was Bet-positive in the
absence of Gag antibodies. This antibody pattern makes Gag
the diagnostic antigen of choice for the serological detection
of FFV-infected cats.

None of the 99 Swiss cat sera exhibited IgM reactivities
againg Gag (data not shown) indicating that the FFV infections
observed here were not recent. Selected cat sera were also
analyzed by immunoblotting usng purified FFV partides as
antigen. For Gag antibodies, data from ELISA and immunobl ot
were fully concordant while the Env ELISA was superior when
compared to immunoblots (data not shown). In addition, Bet
antibodies are known to poorly react in immunoblots (Alke et
al., 2000) suggesting the Bet EL