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SAMMANFATTNING

Felint leukemivirus (FeLV) ar ett retrovirus som ger upphov till en rad olika
sjukdomstillstand, daribland tumaérsjukdomar. Viruset kan delas in i fyra subtyper (FeLV-A, -
B, -C och -T) med naturligt forekommande variationer inom subgrupperna. Idag kan vi
vaccinera mot FeLV men prevalensstudier har visat att viruset inte ar sa utrotat som man
tidigare har trott att det &r.

Framforallt subtyperna FeLV-A och FeLV-B har forknippats med tumorsjukdomar. Den
ledande teorin &r att tumorerna uppstar pa grund av den retrovirala mekanismen
insertionsmutagenes vilken aktiverar signalvagar och genererar produkter forknippade med
tumoruppkomst.

De styrande elementen gallande tumdrform verkar vara sekvenser i virusets LTR och env gen.
Specifika sekvenser i dessa omraden skiljer sig at mellan virusisolat och har associerats bade
naturligt och experimentellt med sarskilda tumdrer. | pro-viralt LTR frdn multicentriska
lymfom har en specifik 21 basparssekvens replikerad i tandem hittats som inte bara modulerar
det LTR-drivna genuttrycket utan aven ger cellen en replikativ fordel. T-cellstumérer, sarskilt
thymuslymfom, har forknippats med pro-virala insertioner innehdllandes dubblerade
enhancers. Aven inokulationsplats och varden sjalv verkar paverka sjukdomsutgéngen.

Forskning pagar inom amnet och forhoppningsvis kan ny information gynna inte bara katter
med tumdrer orsakade av FeLV utan &ven andra arter drabbade av andra tumdrer. Forskarna
hoppas dven att en 6kad kunskap om FeLV ska medféra en storre kdnnedom om andra
retrovirus och deras mekanismer, som till exempel humant immunbristvirus (HIV).



SUMMARY

The feline leukaemia virus (FeLV) is a retrovirus and the causative agent in several diseases,
some of them cancerous. The virus is divided into four subgroups (FeLV-A, -B, -C and -D)
within which there are natural variations. Vaccines against FeLV are available today but
recent prevalence studies suggest that the virus is not as rare as it was thought to be.

FeLV-A and FeLV-B has predominantly been associated with the tumours induced by the
virus. Most scientists believe that the tumours are caused by the retroviral mechanism
insertional mutagenesis which activates signal pathways and generate products linked to
tumourigenesis.

Sequences in the viral LTR and env gene appear to be the deciding elements concerning what
kind of tumour will be formed. Specific sequences found in these areas differ between viral
isolates and the sequences have been associated, both naturally and experimentally, with
certain tumours. In the pro-viral LTR from multicentric lymphomas a certain 21 base pair
tandem repeated sequence has been found which not only modulates LTR driven gene
expression but also confers a replicative advantage. Duplicated enhancers in pro-viral LTR
have been discovered to be uniquely associated with T-cell derived lymphomas, particularly
thymic lymphomas. Route of inoculation and the host itself are other factors that affect the
course of disease.

Research within the subject is ongoing and hopefully the information gained will not only
help FeLV-infected cats but can be used when treating tumours of a different cause, or an
animal of a different breed. Further knowledge of FeLV might also help gain insight into the
mechanisms of other retroviruses, such as the Human Immunodeficiency Virus (HIV).



INLEDNING

Det felina leukemiviruset (FeLV) &r ett retrovirus som framforallt drabbar katter. Baserat pa
sekvensskillnader funna i den region i virusets long terminal repeat (LTR) som kodar for yttre
glykoproteiner (SU) och pa virusets satt att interagera med vardcellsreceptorer har FeLV
delats in i fyra undergrupper: FeLV-A, FeLV-B, FeLV-C och FeLV-T (Overbaugh &
Bangham, 2001; Levy, 2008).

Katter infekterade med FeLV kan drabbas av ett flertal olika sjukdomar med skilda kliniska
symtom. Oftast ar katterna helt symtomfria men de kan utveckla bland annat anemi,
immunoinsufficiens, neoplasier och en rad degenerativa sjukdomar (Suntz et al., 2010). Idag
kan man vaccinera katter mot FeLV men det gors inte rutinmassigt i Sverige.

Av sérskilt intresse ar FeL Vs relation till tumdrer. Hur orsakar FeLV tumorer och vad avgor
vilken tumor som bildas?

Med tanke pa att vaccinationsmajligheter existerar idag kan detta forskningsamne verka vara
ur tiden. Det ar dock inte fallet. | en tysk prevalensstudie fran 2010 undersoktes alla lymfom
inkomna till en patologiavdelning. Resultatet var att pro-virus av FeLV-karaktar kunde
pavisas i 68 % (34/50) av de undersokta tumdrerna (Weiss et al., 2010). FeLV ér alltsa inte
nodvandigtvis sa utrotad som man tidigare har trott. Det finns aven hopp om att kunskapen
som erhalls om FeLV ska kunna anvandas aven inom humanforskningen, t ex genom att
jamféra kartlagda kromosomloci hos katter med kromosomloci i humangenomet (Fujino et
al., 2010).

MATERIAL OCH METODER

FeLV isolerades for forsta gangen 1964 och sedan dess har mycket skett pa forskningsfronten.

I mitt sokande efter information fokuserade jag forst pa att forsta tumoéruppkomstens grunder.
Dels for att forstd mitt amne battre, dels for att veta hur jag skulle ga vidare. Vidare gav
forstaelsen av tumaérernas uppkomst de sékord som sedan anvandes. For att forsta grunderna
fokuserade jag pa de tidigast publicerade artiklarna, de som beskrev de nya upptéackterna. Jag
laste ocksa nyare reviewartiklar som sammanfattade var forskningen och kunskapen finns
idag. Nér jag sedan gick vidare till specifika tumérer och tumoéruppkomstprocesser var jag
tvungen att lasa mer aktuella artiklar. Detta bade for att fa en dverblick av FeLV-infekterade
katters halsolage idag och for att forskningen om sekvensskillnader i LTR och deras paverkan
pa sjukdomsutfallet &r nagot som det idag fortfarande forskas pa och teoretiseras om.

De sokord som anvandes var FeLV, FeLV-A, FeLV-B, feline leukemia virus, mechanism,
pathogenesis, lymphoma, tumour, Itr, prevalence samt cancer i olika kombinationer och med
brittisk och amerikansk stavning.

Utifran de artiklar jag kunde hitta med hjélp av sékord kunde jag leta mig vidare till relaterade
artiklar genom referenslistor och databasernas citeringsfunktioner.
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LITTERATUROVERSIKT
Hur ger FeLV upphov till tumdrer?

Forskningen om felint leukemivirus och dess mekanismer pagar idag for fullt. Ett flertal
teorier om tumoruppkomst existerar men den ledande teorin dr att tumorgenesens sker med
hjalp av pro-viral insertionsmutagenes.

Insertionsmutagenes

Insertionsmutagenes ar en mekanism retrovirus anvander for att integrera ett pro-virus med
vardcellens genom och orsaka cancer i varden. Detta gor viruset genom att integreras i DNA:t
nara en specifik gen och sedan uppreglera transkriptionen av genen genom promotorn och
LTRs enhancerfunktion, eller genom att integrera pro-viruset inuti genen och pa det sattet
forandra transkriptionen vilket leder till att cellen far en tillvaxtfordel. Murina
retrovirusinducerade tumorer har visat att det finns pro-virala gemensamma
integreringsplatser ~ (CIS) i tumorceller.  U3-regionen i  LTR  innehaller
transkriptionspromotorer och enhancerelement som kréavs for viralt genuttryck. De kan reglera
transkriptionen i narliggande gener i malceller. | FeLV-orsakade lymfom har hittills sex CIS
identifierats. De ligger pa loci c-myg, flvi-1, flvi-2, pim-1, fit-1 och flit-1. Det 6kade uttrycket
av gener narliggande det integrerade pro-virala genomet verkar vara associerade till
onkogenes (Fujino et al., 2008).

LTRs roll

LTR &r en lang, repetitiv DNA-sekvens i retrovirus som anvands for att integrera retroviralt
DNA med en vardcells DNA. LTR spelar en kritisk roll i FeLVs patogenes. Genom omvand
transkription av det virala genomet genereras en sekvens med en U3-R-U5 region i bada
andarna som integreras i vardgenomet. U3 innehaller flertalet bindningsplatser for
transkriptionsfaktorer vilka svarar for den vavnadspecifika uttryckskapaciteten i viruset.
Dessa transkriptionsfaktorer kan ocksa Oka transkriptionen av celluldara gener néara
integreringsplatsen. Detta kan leda till en aktivering av proto-onkogener, vilket i sin tur kan
resultera i tumoruppkomst (Abujamra et al., 2006).

LTR aktiverar cellular gentranskription genom att bilda RNA som aktiverar signalvdgarna
NFKB, som ar viktig for cellens dverlevnad och antiapoptotiska svar (Abujamra et al., 2006),
och AP-1 (Ghosh & Faller, 1999). Bada har associerats med cancerutveckling och i
experiment har en kronisk stimulering av NFKB-signalvigen gett upphov till ett flertal
cancerformer (Forman et al., 2009). Aven LTR-produkterna kollagenas, MCP-1 och MHC
klass | antigen har visat sig gagna cancer och gynna dess spridning (Ghosh & Faller, 1999).
Kloning och sekvensanalys har uppdagat att de kodande regionerna i LTR ligger i U3-
regionen. Dess promotoraktivitet vid pro-virusets integreringsplats kan ocksa aktivera proto-
onkogener och leukemivirusets vavnadstropism, sjukdomsspecificitet samt patogena potential
bestdms av LTR (Forman et al., 2009).



Det spekuleras i huruvida FeLV-945 LTR verkar i FeLV-patogenesen genom att 6ka virusets
replikation i malvavnad. Detta skulle leda till transformation och/eller ckad effektivitet i
aktivering av sjukdomsrelevanta celluldra onkogeners uttryck (Chandhasin et al., 2005b).

Varfor ger FeLV upphov till olika tumdrer?
Virussubtyper

Fyra olika subtyper av FeLV har sedan 1964 pafunnits: FeLV-A, FeLV-B, FeLV-C och
FeLV-T, vilka skiljs at genom sekvensskillnader i SU och genom deras interaktion med
vardcellsreceptorer (Overbaugh & Bangham, 2001; Levy, 2008). Nya studier har visat att
varje subtyp anvander sig av olika transportproteiner som receptorer (Fujino et al., 2008).
Inom de enskilda subtyperna finns ytterligare varianter vars genetiska variation uppkommer
under den omvanda transkriptionen samt vid rekombinationen med endogena FelLV-
relaterade sekvenser (pro-virala element i det naturliga kattgenomet som inte kodar for
infektiosa partiklar) (Ahmad & Levy, 2010).

FeLV-A &r den infektidsa, naturligt forekommande formen av viruset. Katter som infekteras
av FeLV-A drabbas ofta av en langvarig, asymtomatisk infektion men de kan &ven utveckla
malign sjukdom. FeLV-A é&r framforallt associerat med thymuslymfom och experimentella
studier har visat att de katter inokulerade med isolatet FeLV-A/61E som visar kliniska
symtom i forsta hand drabbas av T-cellslymfom i thymus (Chandhasin et al., 2005b). Ett
FeLV-A-isolat som skiljer sig ifran de andra ar FelLV-945 som framst forknippats med
tumorer av annat ursprung &n T-celler. (Chandhasin et al., 2005a). FeLV-A dr ektotropiskt
och endast katter kan infekteras. (Fujino et al., 2008).

FeLV-B genereras de novo i det infekterade djuret da FeLV-A rekombinerar med endogena
FeLV env sekvenser (Stewart et al., 1986), eller pa grund av mutationer eller insertioner.
Detta leder till en ny virushéljegen (env) i viruset med variabelt endogent FeLV-DNA i SU-
sekvenserna (Roy-Burman, 1995). FeLV-B &r starkt associerat med lymfom i thymus och har
pafunnits i majoriteten av de thymuslymfom som undersokts. Viruset har dven kunnat ses i
jamfarelsevis hogre frekvens i katter drabbade av lymfom &n katter med asymtomatisk FeLV
(Ahmad & Levy, 2010). Med hjélp av Southern Blot och PCR kunde Ahmad och Levy (2010)
i sin studie pavisa pro-viral FeLV-B i ett signifikant hogre antal experimentellt inducerade
thymuslymfom (11/17) an multicentriska lymfom (3/15). De kunde &ven konstatera att pro-
virus av FeLV-B karaktar forekom i hogre grad i thymuslymfom (2/4) &n i multicentriska
lymfom (3/12) fran naturligt infekterade katter. Chandhasin et al. (2005b) kopplade FeLV-B
till uppkomsten av malign sjukdom och en teori att viruset styr sjukdomen mot lymfom
(Ahmad & Levy, 2010).

FeLV-C genereras dven den de novo och sjukdomsforloppet styrs pa grund av insertioner eller
mutationer i SU-genen (Donahue et al., 1991; Gwynn et al., 2000) mot anemi (Levy 2008).
Bade FeLV-B och FeLV-C kan infektera dver artgranser deras variation i env gor dem till
polytropiska vardagens (Fujino et al., 2008).



FeLV-T uppkommer de novo genom rekombination och sjukdomsforloppet omdirigeras mot
immuninsufficiens. Ocksa i FeLV-T har insertioner och mutationer i SU-genen visat sig vara
det som styr sjukdomsforloppet (Donahue et al., 1991; Gwynn et al., 2000)

Skillnader i LTR och SU

Experiment har visat att pro-virus isolerade fran olika tumadrer innehaller LTR med specifika
sekvensskillnader. Skillnaderna i LTR paverkar inte bara infektionens utfall (Chandhasin et
al., 2004) utan &ven virusets celltropism, sjukdomsspecificitet och patogena potential (Forman
et al., 2009). LTR verkar spela en vikig roll i leukemivirusens replikation och patogenes
(Abujamra et al., 2006).

1990 kunde man demonstrera att naturligt forekommande T-cellslymfom i thymus frekvent
innehdll enhancersekvenser i LTR upprepade tva eller tre ganger i tandem (Fulton et al.,
1990). 2004 gjordes en studie dar vavnad fran 21 naturligt FeLVV-infekterade katter, inkomna
till en specifik veterinarklinik, understktes. DNA amplifierades med hjalp av PCR
(polymeraskedjereaktion), produkterna klonades och nukleotidsekvensen analyserades.
Forskarna fann att de fyra thymuslymfom som analyserades alla innehdll LTR med
dubblerade enhancersekvenser. De verkade dock inte ge cellerna nagon transkriptionsfordel
(Chandhasin et al., 2004).

| samma studie upptackte forskarna att vavnad fran de katter som drabbats av icke-T-
cellstumdrer, i kohorten framst multicentriska lymfom, innehdéll pro-virala insertioner av LTR
med tva till fyra replikerade tandemkopior av en invariabel 21 basparssekvens nedstréms om
en ensam enhancer. Denna sekvensreplikation var specifik for de sjukdomsfall orsakade av
FeLV-945 och kunde inte pavisas i nagot av thymuslymfomen (Chandhasin et al., 2005b).
Sekvensen fungerar som en modulator for det LTR-drivna genuttrycket. Chandhasin et al.
(2004) demonstrerade att trippelsekvensen svarar for en replikativ fordel i vissa celltyper
genom att jamfora virusreplikationen i virus med en, tva, tre eller fyra replikerade
tandemkopior. Finstad et al., (2004) foreslog att en av anledningarna till detta var att 21
basparssekvenstripletten kodar for bindningsstallen for c-Myb. c-Myb bildar enligt dem ett
komplex tillsammans med LTR vilket rekryterar transkriptionskoaktivatorn CBP som
tillsammans med komplexet uppreglerar virusproduktionen. c-Myb-LTR-komplexet kan &ven
vara ansvarigt for att nya insertionsplatser anvands vid lymfombildning. 21 basparstrippletten
var inte helt 6verraskande den variation som kunde pavisas mest frekvent i kohorten
(Chandhasin et al., 2005b).

2005 fortsatte man att studera FeLV-LTR. Chandhasin et al. (2005b) demonstrerade att 21
basparstripletten paskyndar initieringen av sjukdomen genom att byta ut FeLV-945 LTR med
LTR fran FeLV-A/61E och experimentellt infektera kattungar, for att sedan studera
infektionsgangen. Vidare undersoktes SU-proteinets roll i FeLV-patogenesen. Detta gjordes
genom att inokulera neonatala kattungar med experimentella hybridvirus (61E/945SL eller
61E/945L) och sedan analysera vavnad fran djuren. I de djur som inokulerats med ett virus
dér enbart FeLV-945 LTR bytts ut mot FeLV-A/61E LTR forandrades inte tumdrspektrumet
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och kattungarna utvecklade thymuslymfom. | de 61E/945L-infekterade katterna, dar bade
LTR och env bytts ut, uppstod daremot inga thymuslymfom. Med detta kunde forskarna
demonstrera att dessa tva element paverkar sjukdomens utgang och visa att FeL\V-945s env
gen ar en determinant i sjukdomsspektrumet. Experimentet visade att tumorkinetiken bestams
av FeLV-945 LTR och tumdrspektrumet av mutationerna i FeLV-945s SU-protein.

Integreringsplatser

Det har visat sig finnas en koppling mellan vilka integreringsplatser pro-viruset anvander sig
av och vilken sjukdom som utvecklas. Loci c-myc, flvi-2, fit-1, pim-1 och flit-1 har alla
associerats med lymfoida T-cellstumorer, och da framst thymuslymfom, medan locus flvi-1
har forknippats med icke-T-cellslymfom, sdsom mjélttumorer (Fujino et al., 2008). 1995
uppdagades det att 10-30 % av de thymustumorer FeLV kunnat pavisas i antingen var
associerade med transduktion av c-myc eller med aktivering av c-myc genom pro-
virusintegrering (Roy-Burman, 1995).

Inokulationsplats

Chandhasin et al. (2005b) kunde med experimentella studier visa att platsen dar FeLV
inokuleras paverkar infektionsgangen, kanske pa grund av att virus under vissa
inokulationsomstandigheter ej far tillgang till sina optimala malceller. De visade i sitt
experiment att hybriden 61E/945SL (innehallande LTR och env fran FelLV-945) kunde
framkalla bade T-cellslymfom och sjukdomar ej harstammade fran T-celler beroende pa vilket
satt viruset inokulerades i katterna. Bland de kattungar som inokulerades med FeLV
infekterades sex stycken med FeLV-61E/945SL. Av dessa sex inokulerades fyra
intraperitonealt och tva stycken intradermalt. De tva katterna som sprutades intradermalt
utvecklade bada thymuslymfom, tre av katterna som inokulerades intraperitonealt utvecklade
multicentriska lymfom och den sista katten drabbades av en oidentifierbar sjukdom.
Forskarna teoretiserade att den intraperitoneala inokulationen i en experimentell situation
skulle kunna motsvara den naturliga smittspridningen vid t ex ett bett.

DISKUSSION

FeLV ar ett hett amne och forskningen gar fort framat. Anda saknas mycket information. Vad
man idag tror sig veta ar att insertionsmutagenes spelar en viktig roll i hur viruset ger upphov
till tumdrer. 1 och med insertionsmutagenesen kan gener, t ex proto-onkogener, som &r
nérliggande insertionsplatserna uppregleras (Abujamra et al., 2006; Fujino et al., 2008). LTR-
specifika sekvenser kan sedan aktivera signalvagar, som t ex NFKB och AP-1, som kopplats
till tumoruppkomst (Ghosh & Faller, 1999; Forman et al., 2009). Forskarna &r inte Gverens
om alla dessa mekanismer spelar en roll i lymfomuppkomsten. Det talas &ven om en “hit and
run theory” dir virusprotein bara skulle finnas med i lymfompatogenesens forsta stadier.
Denna teori &r dock ej allmént accepterat (Weiss et al., 2010).

FeLV-infektionens utfall bestams av ett antal samverkande faktorer och bade viruset och
varden inverkar. FeLV-C och FeLV-T har enbart associerats med icke-tumorsjukdomar.
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Forskning har latit visa att det ar specifika sekvenser i SU-genen som orsakar de typiska
sjukdomarna. Dessa sekvenser kodar for igenkanning av receptorer och det efterfoljande
intrddet 1 cellen (Donahue et al., 1991; Gwynn et al., 2000). FeLV-A och FeLV-B kan
daremot ge upphov till ett flertal olika sjukdomar, inklusive tumérer (Fujino et al., 2008).
Forskningen har inte kommit lika langt pa tumorsidan som nar det galler sjukdomar
forknippade med FeLV-C och -T men man har hittat definitiva samband mellan gensekvenser
i de pro-virala insertionerna och tumdérform. T-cellstumorer ar framforallt forknippade med
tandemduplikationer av enhancersekvenser i LTR och icke-T-cellstumorer med en
tandemreplikerad trippel 21 basparssekvens (Chandhasin et al., 2005b). Man har &ven funnit
att tumorspektrumet formodligen styrs av muterade sekvenser i den SU-kodande regionen
(Chandhasin et al., 2005b). Mycket information saknas om specifika verkningsmekanismer
och det behdver hittas fler kopplingar mellan tumérform och gensekvens. Forskning har i stor
omfattning gjorts pa FeLV-A, och da sarskilt pa isolatet FeL\V-945, men mycket saknas om
sjukdomsassociationer med FeLV-B. Inokulationsexperiment har pavisat en lank mellan utsatt
vavnadstyp och uppkommen tumér (Chandhasin et al., 2005b) och enligt min asikt bor mer
forskning ske pa detta omrade.

Intressant ar &ven virusets interaktion med vérden och dess smittsamhet. FeLV-B, FeLV-C
och FeLV-T uppkommer ur FeLV-A och kan pa vagen utveckla en 6kad patogenicitet. 21
basparstripletten innebar dessutom, till skillnad fran de dubblerade enhancersekvenserna, en
betydlig replikativ férdel (Chandhasin et al., 2004) och isolatet det forknippas med (FeLV-
945) &r i allménhet mer patogent &n de naturligt férekommande FeLV-A subtyperna.
Experiment har dven visat att det ar mer patogent an t ex klonen FeLV-A/61E, vars
framkallade thymuslymfom i regel foregas av en langre latensperiod (Chandhasin et al.,
2005b). FeLV-945 var det isolat som férekom framst i studien fran 2005 utford av
Chandhasin et al. (2005). Varfor ar det inte alltid det vanligast forekommande isolatet och
varfor ser vi sa pass manga T-cellstumorer i de prevalensstudier som gjorts? De dubblerade
enhancersekvenserna har inte visat sig ge viruset samma replikationsmassiga fordel som
mutationerna i 21 basparstripletten. Inte heller tvd eller fyra tandemkopierade 21
basparssekvenser har kunnat svara for samma hdga virusreplikation som tripletterna har gjort,
trots detta férekommer dven dessa element naturligt i multicentriska lymfom. Chandhasin et
al. (2004) kunde i ett experiment visa att den mest signifikanta 6kningen av virusreplikation
kunde ses i felina T-celler, vilka inte ar naturliga malceller for FeLV-945. De kunde inte
forklara varfor men funderade pa om avsaknaden av 21 basparstripletten i naturligt
forekommande T-cellslymfom kunde forklaras av paverkan fran FelL\VV-945s karakteristiska
SU. Ahmad och Levy (2010) har foreslagit att mangden endogena FeLV-sekvenser i FeLV-
B-rekombinanter kan paverka virusets smittsamhet.

Idag kan man vaccinera katter mot FeLV men ytterligare kunskap om viruset &r fortfarande
viktigt. Inte nog med att viruset fortfarande forekommer i vara vaccinerade kattstammar
(Weiss et al., 2010), kanske kommer man i framtiden att kunna applicera den nyvunna
kunskapen pa andra virusorsakade tumorer och retrovirala sjukdomar, sasom AIDS.
Kartlaggningen av loci associerade med lymfomuppkomst skulle kunna jamféras med loci i
humangenomet och insikt i tumdrmekanismer kan fora cancerforskningen framat.
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