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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Coronaviren

1.1.1 Taxonomie

Die Virusfamilie Coronaviridae gehdrt zusammen mit den Familien Arteriviridae und
Roniviridae zu der Ordnung Nidovirales und umfasst die zwei Unterfamilien
Coronavirinae und Torovirinae (de Groot et al., 2012). Viren der Ordnung Nidovirales
weisen Gemeinsamkeiten auf, die sie von anderen, nichtsegmentierten Positivstrang
RNA-Viren unterscheiden. Die wesentlichen Merkmale, die alle Nidoviren gemeinsam
haben, sind die Transkription eines Satzes von 5 und 3‘-koterminalen,
subgenomischen (sg) messenger RNAs (MRNAS), die Expression eines Replikase-
Polyproteins durch ribosomales frame shift sowie einzigartige enzymatische
Aktivitaten der Replikase-Polyprotein-Produkte (Ziebuhr et al., 2000). Trotz der
genannten gemeinsamen Charakteristika von Nidoviren unterscheiden sich die
einzelnen Familien u.a. in der GenomgroRe, in Anzahl und GroRe der
Strukturproteine im Viruspartikel sowie in der Morphologie ihrer Nukleokapside
(Masters, 2006; Thiel und Weber, 2008).

Innerhalb der Unterfamilie Coronavirinae werden drei Genera (entsprechend den
friheren ,Gruppen® 1, 2 und 3) unterschieden: Alphacoronavirus, Betacoronavirus
und Gammacoronavirus (de Groot et al.,, 2012). Diese Einteilung beruht u.a. auf
phylogenetischen Analysen, antigenetischen Eigenschaften, Position und Anzahl der
akzessorischen Gene im 3‘-Bereich des Genoms, Spaltung des S-Proteins sowie
Wirtsspektrum (Stephensen et al., 1999; Gonzalez et al., 2003; Narayanan et al.,
2008; Pratelli, 2011). Ein viertes Genus, Deltacoronavirus, wurde vor kurzem von der
Coronavirus Study Group of the International Committee for Taxonomy of Viruses
vorgeschlagen.

Coronaviren (CoV) fuhren meist zu respiratorischen und/oder intestinalen Infektionen
in Saugetieren und Vogeln (Dye und Siddell, 2005; Weiss und Navas-Martin, 2005).
Viren des Genus Alphacoronavirus infizieren insbesondere Epithelzellen des
Respirations- und/oder Gastrointestinaltrakts sowie Makrophagen (Tresnan et al.,
1996; Pratelli, 2011). Ein typischer Vertreter der Alphacoronaviren ist das im Rahmen
dieser Arbeit untersuchte feline Coronavirus (FCoV). Weitere Mitglieder dieses

Genus sind u.a. das Transmissible Gastroenteritis Virus (TGEV), das canine
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Coronavirus (CCoV), das Virus der porzinen epidemischen Diarrhée (porcine
epidemic diarrhoea virus, PEDV) und die humanpathogenen Coronaviren HCoV-
229E und HCoV-NL63. Das Genus Betacoronavirus beinhaltet neben dem als Modell
besonders gut untersuchten murinen Hepatitis Virus (MHV) weitere tierpathogene
Coronaviren wie das bovine Coronavirus (BCoV), das equine Coronavirus (ECoV)
sowie die humanpathogenen Coronaviren HCoV-OC43, HCoV-HKU1 und das SARS-
CoV. Alle bisher identifizierten Viren aus dem Genus Gammacoronavirus
verursachen hauptsachlich Infektionen beim Gefligel (Masters, 2006); das am
besten untersuchte Virus aus diesem Genus ist das wirtschaftlich bedeutsame
Infektiose Bronchitis Virus (IBV). 2008 wurde in einem toten Wal das Beluga Wal
Coronavirus SW1 identifiziert, das phylogenetisch am nahesten mit dem Infektiésen
Bronchitis Virus (IBV) verwandt ist (Mihindukulasuriya et al., 2008). Seit 2009 wird es
von dem International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) als neue Spezies
in das Genus Gammacoronavirus eingeordnet. Die wichtigsten Spezies/Vertreter der

Coronaviren sind in Tab. 1.1 aufgelistet.
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Tab. 1.1: Nomenklatur der Virusunterfamilie Coronavirinae

Genus Spezies (kursiv)/ Vertreter Abklrzung
Alpha- Alphacoronavirus-1
coronavirus Felines Coronavirus FCoV
Canines Coronavirus CCoV
Transmissibles Gastroenteritis Virus TGEV
Porzines Respiratorisches Coronavirus PRCoV
Virus der porzinen epidemischen Diarrhte PEDV
Humanes Coronavirus-229E HCoV-229E
Humanes Coronavirus-NL63 HCoV-NLG3
Beta- Betacoronavirus-1
coronavirus Bovines Coronavirus BCoV
Canines respiratorisches Coronavirus CrCoV
Equines Coronavirus ECoV
Porzines hamagglutinierendes HEV
Enzephalomyelitis Virus
Humanes Coronavirus OC43 HCoV-0C43
Murines Hepatitis Virus MHV
Humanes Coronavirus HKU1 HCoV-HKU1
SARS coronavirus SARS-CoV
Gamma- Aviares Coronavirus
coronavirus Infektiose Bronchitis Virus IBV
Truthahn Coronavirus TCoV
Belugawal Coronavirus SW1 BWCoV SW1

Das neu vorgeschlagene Genus Deltacoronavirus umfasst die kirzlich identifizierten
Spezies Bulbul Coronavirus HKU11, Trush Coronavirus und Munia Coronavirus.
Keines der drei neuen Coronaviren wurde bis jetzt detailliert untersucht. Ahnlich wie
die aviaren Coronaviren im Genus Gammacoronavirus infizieren sie Vogel (Woo et
al., 2009).
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1.1.2 Morphologie

Coronavirale Partikel sind behdillt, oft unregelmallig geformt und besitzen einen
Durchmesser von 120-160 nm (Abb. 1.1). In ihrer Hulle tragen sie 17-20 nm lange
Projektionen, die aus Trimeren von glykolysierten S-Proteinen bestehen (Delmas und
Laude, 1990; Masters, 2006). Diese verleihen den Virionen im Elektronenmikroskop
das typische Erscheinungsbild einer Sonnenkorona und haben zur Namensgebung
,Lcorona“ gefuhrt (Thiel und Weber, 2008). Das S-Protein ist ein
Transmembranprotein mit einer GréRe von ca. 180-220 kDa und besitzt zwei
funktionelle Doméanen S1 und S2, die fir die Rezeptorbindung (S1) (Taguchi, 1995)
bzw. fur die Fusion mit der Membran der Zielzelle (S2) (Taguchi und Schimazaki,
2000) verantwortlich sind. Zudem stellt das S-Protein das dominante virale
Oberflachenantigen dar, das neutralisierende Antikdrper induziert (Cavanagh, 1995).
In die Membran integriert sind neben dem S-Protein das M-Protein (25-30 kDa) und
das E-Protein (10-12 kDa). Ausschliel3lich bei den meisten Vertretern der
Betacoronaviren (nicht beim SARS-CoV) ist zusatzlich das H&magglutinin-
Esteraseprotein HE (60-65 kDa) (Wurzer et al., 2002; Mallick et al. 2009) zu finden,
das ebenfalls in die Membran eingebettet ist und sowohl hamagglutinierende als
auch rezeptorzerstorende (Esterase) Eigenschaften besitzt (Langereis et al., 2010).
Ahnlich wie das S-Protein bilden die dimerisierten HE-Proteine 5-7 nm lange
Projektionen und induzieren eine systemische und mukosale Immunantwort (Baca-
Estrada et al., 1995). Im Inneren des Virions befindet sich das helikale Nukleokapsid,
das aus dem Nukleoprotein N (43-50 kDa) und dem einzelstrangigen,
nichtsegmentierten RNA-Genom besteht. Neben seiner Funktion als strukturelles
Element beeinflusst das N-Protein die Transkription und Translation der viralen
MRNAs sowie die Replikation (Baric et al., 1988; Schelle et al., 2005).
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Modifiziert nach Lai und Holmes, 2001 http://www.scienceinafrica.co.za/2003/june/sars.htm

Abb. 1.1: Morphologie eines Coronavirions

(a) Schematische und (b) elektronenmikroskopische Darstellung der Virionenstruktur.

1.1.3 Genomorganisation

Coronaviren besitzen eine lineare einzelstrangige RNA in Plusstrangorientierung mit
einer GrolRe von 27,3 kb — 31,4 kb und damit das gro3te Genom aller bekannten
RNA-Viren (Gorbalenya et al., 2006; de Groot et al., 2012). Am 5°-Ende befindet sich
eine Cap-Struktur und das 3‘-Ende ist polyadenyliert (de Haan et al., 2003; Haijema
et al., 2003). Die genomische RNA kann somit als mRNA fungieren und ist in
isolierter Form infektios (Lai und Cavanagh, 1997; Hurst et al., 2010). Diese
Eigenschaften erlauben direkt nach der Infektion eine Translation der viralen RNA
durch die zellulare Maschinerie. Weiterhin befinden sich am 5'- und 3'-Ende der
genomischen RNA nichttranslatierte Regionen (untranslated regions, UTRS), die
mehrere hundert Nukleotide umfassen. Die UTRs enthalten RNA-Strukturen,
sogenannte cis-aktive Elemente, die fur die Replikation und Transkription erforderlich
sind (Huang und Lai, 2000; Goebel et al., 2004; Brian und Baric, 2005). Die ersten
65-98 Nukleotide innerhalb der 5-UTR werden als Leader-Sequenz bezeichnet;
diese Sequenz befindet sich am 5'-Ende aller subgenomischen mRNAs (Lai und
Holmes, 2001). Das coronavirale Genom enthalt mehrere offene Leseraster (open
reading frames, ORFs). Zwei grol3e, sich Uberlappende ORFs (l1la und 1b) im
5'-terminalen Bereich umspannen etwa zwei Drittel des gesamten Genoms und
kodieren gemeinsam flr ein Polyprotein lab (pplab) von ca. 750 — 800 kDa. Das
Translationsprodukt von ORF 1a ist ein 450-500 kDa grof3es Protein, das als
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Polyprotein 1a (ppla) bezeichnet wird (Hertzig et al., 2004). Eine Verschiebung des
ribosomalen Leserasters (frame shift) wahrend der Translation durch die sogenannte
,Slippery“ Sequenz (UUUAAAC) sowie einen sekundarstrukturbedingten
Pseudoknoten der RNA fiihrt zum Uberlesen eines Translationsstopcodons am Ende
des Leserahmens la und ermdglicht die Proteinsynthese bis zum Ende des
Leserahnmens 1b (Masters, 2006). Die beiden Polyproteine beinhalten die
erforderlichen Proteinfunktionen fir die virale Replikation und Transkription (Thiel et
al.,, 2001a). Die Leserahmen fur die Synthese der Struktur- und akzessorischen
Proteine befinden sich im 3‘-Bereich des Genoms. In der Reihenfolge vom 5'- zum 3'-
Ende kodieren sie fur die Strukturproteine S, E, M und N. Die Anordnung dieser
Gene im Genom ist innerhalb der Genera Alpha-, Beta- und Gammacoronavirus
konserviert (Brian und Baric, 2005). Zusatzlich befinden sich in diesem Bereich je
nach Coronavirus unterschiedlich viele kleine Leserahmen, die fir sog.
akzessorische Proteine kodieren (Siddell, 1995). Uber die Funktionen der meisten
dieser Proteine ist wenig bekannt (Lai et al., 2007), bei einigen konnte gezeigt
werden, dass sie als Strukturproteine fungieren (z.B. SARS-ORF 3a-Protein, HCoV-
NL63-ORF 3-Protein) (Ito et al, 2005; Lu et al., 2006; Muller et al., 2010). Fur die
Virusreplikation in Zellkultur sind die akzessorischen Proteine nicht essenziell
(Ontiveros et al., 2001; de Haan et al., 2002; Haijema et al., 2003; Marra et al., 2003;
Ortego et al., 2003; Snijder et al., 2003; Haijema et al., 2004; Casais et al., 2005;
Yount et al., 2005, Cavanagh et al., 2007).

1.1.4 Der coronavirale Replikationszyklus

Die Virionen heften sich mit Hilfe des S-Proteins an den Rezeptor der Wirtszelle und
setzen ihr Genom in das Zytoplasma der Zielzelle nach Fusion der Virushille
entweder mit der Plasmamembran (murines Hepatitis Virus Typ 2, MHV-2; SARS-
Coronavirus, SARS-CoV) (Simmons et al., 2005; Qiu et al., 2006) und/oder mit der
Membran eines endozytischen Vesikels frei (Feline Infektiose Peritonitis Virus, FIPV;
humanes Coronavirus-229E, HCoV-229E; Transmissible Gastroenteritis Virus,
TGEV) (Hansen et al., 1998; Nomura et al., 2004; van Hamme et al., 2007). Die
zellularen Rezeptoren fir eine Reihe von Coronaviren sind bekannt. So interagieren
CoV aus dem Genus Alphacoronavirus, u.a. TGEV, PRCoV, HCoV-229E, CCoV
(Tresnan et al., 1996), PEDV (Li et al., 2007) sowie FCoV Serotyp Il (Haijema et al.,
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2007; Wentworth und Holmes, 2007) mit der Aminopeptidase N (CD13). Feline
dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule grabbing non-integrin (fDC-
SIGN) ist ein moglicher Rezeptor fir FCoV Serotyp | und ist zudem bei der Infektion
durch Serotyp Il FIPVs involviert (Regan et al., 2010; van Hamme et al., 2011). Fur
das Alphacoronavirus HCoV-NL63 und das Betacoronavirus SARS-CoV wurde
angiotensin converting enzyme (ACE2) als Rezeptor nachgewiesen (Hofmann et al.,
2005; Li et al, 2003; Berry et al., 2010; Imai et al., 2010). Ein weiteres
Betacoronavirus, das murine Hepatitis Virus (MHV), verwendet das murine
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule l1a (CEACAMla) als
Rezeptor (Bender et al., 2010; Hirai et al., 2010).

Nach Freisetzung der viralen RNA in das Zytoplasma der infizierten Zelle dient die
genomische RNA als Matrize fur die Translation des Replikasegens durch die
zellulare Maschinerie (lvanov et al., 2004). Dies fuhrt zu der Entstehung der
Polyproteine ppla und, durch ein ribosomales frame shift, pplab, die einen

kompletten viralen Replikationszyklus initiieren.

1.1.4.1 Replikation und Transkription

Die Replikation der genomischen RNA erfordert die Synthese einer
negativstrangigen Kopie des kompletten Genoms, die als Ausgangsmaterial zur
Herstellung von positivstrangigen Kopien der genomischen RNA  dient. Im
Gegensatz zu den meisten Nichtstrukturproteinen, die durch die genomische RNA
exprimiert werden, werden die coronaviralen Strukturproteine und die akzessorischen
Proteine durch subgenomische RNA-Molekile exprimiert, die als mRNA fungieren
(Spaan et al.,, 1983). Jede subgenomische mRNA ist 3‘-koterminal mit der
genomischen RNA und besitzt zudem eine kurze 5-terminale Leader-Sequenz, die
identisch mit dem 5°-Ende des Genoms ist (Abb. 1.2) (Spaan et al., 1983; Lai und
Holmes, 2001; Pasternak et al., 2001). Diese mRNAs werden durch einen
einzigartigen Mechanismus produziert, der eine diskontinuierliche Transkription
wahrend der Negativstrang-RNA-Synthese beinhaltet (Sawicki und Sawicki, 1995;
Pasternak et al.,, 2001; Zuniga et al., 2004). Hierbei spielen virusspezifische
konservierte Sequenzmotive (Transkription-regulierende Sequenzen, TRSs) eine

entscheidende Rolle; diese werden von der RNA-abhangigen RNA-Polymerase
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erkannt und befinden sich upstream vor jedem subgenomischen ORF (Body-TRS)

sowie am 3'-Ende der Leader-Sequenz (Leader-TRS) (Lai und Holmes, 2001).

5L aq30(3c JER MENS 3

frame shift

mRNA 1 (pplallab)

A
i

A(n) mRNA 2 (S Protein)

L | Hedeepe] A(M) MRNAZ (32,3b,30)
W!\(n) mRNA 4 (E Protein)

A
Leader + TRS L [HS—
A(n) mRNA 7 (7a, 7b)

(n) mRNAS5 (M Protein)
(n) mRNAG (N Protein)

Modifiziert nach Pasternak et al., 2006

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Genomorganisation und Expression von felinen
Coronaviren (FCoVs)

Dargestellt sind die FCoV ORFs (farbige Boxen), die TRS Elemente, die genomische RNA und die
subgenomischen mRNAs. Die wei3en Boxen zeigen die Leader-Sequenz, die am 5-Ende jeder
viralen mRNA lokalisiert ist. Auf den ribosomalen frame shift wird in der genomlangen mRNA 1
hingewiesen. Der translatierte Bereich jeder mRNA wird durch eine farbige Box gekennzeichnet,
wahrend nicht translatierte Bereiche durch eine schwarze Linie dargestellt sind. Die subgenomischen
RNA-Molekile, mit Ausnahme von mRNA 7, sind funktionell monocistronisch, aber strukturell

polycistronisch.

Die Synthese der Negativstrang-RNAs beginnt am 3'-Ende der genomischen
Positivstrang-RNA und wird in der N&ahe der Body-TRS-Elemente gestoppt.
Anschlieflend fusioniert die jeweilige 3‘-Body-TRS an die genomische 5‘-Leader-
TRS. Der subgenomische Negativstrang wird komplementar zu der 5'-Leader-
Sequenz verlangert und hiermit die subgenomische Negativstrang-Synthese
abgeschlossen. Ausgehend von den Negativstrang-sgRNAs werden anschliel3end
subgenomische mRNAs transkribiert, die als Matrize fir die Expression von
Strukturproteinen und akzessorischen Proteinen dienen (Abb. 1.3) (Sawicki und
Sawicky, 1995).
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Modifiziert nach Pasternak et al., 2006.

Abb. 1.3: Modell fur die diskontinuierliche Transkription wéhrend der Negativstrang-RNA-
Synthese. Die Synthese der Negativstrang-RNAs beginnt am 3‘-Ende der genomischen Positivstrang-
RNA. Die Body-TRSs in dem Genom agieren als Attenuierungssignal fir die Minusstrang-RNA-
Synthese; die 3‘-Body-TRS des gebildeten Negativstranges fusioniert Uber Basenpaarbindung an die
5'-Leader-TRS. Der sg Negativstrang wird komplementar zur Leader-Sequenz verlangert, die sg
Negativstrang-Synthese abgeschlossen, und der gebildete sg Negativstrang als Template fir die

Transkription der sg mRNAs verwendet.

1.1.4.2 Proteolytische Prozessierung

Die viralen Polyproteine werden ko- und posttranslational in 16 Nichtstrukturproteine
(nsp) prozessiert, die zusammen mit zellularen Proteinen den coronaviralen
Replikations/Transkriptions-Komplex bilden. Sowohl die Replikation des viralen
Genoms als auch die Transkription subgenomischer mRNAs werden durch die
Aktivitat dieses Komplexes reguliert (Thiel et al., 2001a; Hertzig et al., 2004; Sutton
et al., 2004; Sawicki et al., 2005). Die Prozessierung erfolgt durch viruskodierte
Proteasen; wahrend die N-terminalen Regionen durch ein oder zwei papainédhnliche
Proteasen (PL1 und PL2) an drei Stellen prozessiert werden (Thiel et al., 2003a),
werden die in der Mitte gelegenen sowie die C-terminalen Regionen an elf
konservierten Stellen durch eine 3C-dhnliche Hauptprotease (M™) geschnitten
(Ziebuhr et al., 2000; Putics et al., 2005) (Abb. 1.4). Neben den durch ORF la
kodierten Proteasen werden weitere Enzyme durch ORF 1b kodiert, namlich eine
RNA-abhéangige RNA-Polymerase, eine RNA-Helikase (Gorbalenya et al, 1989), eine
Exoribonuklease, eine Endoribonuklease, eine ADP-Ribose-1-Monophosphatase

sowie eine S-Adenosyl-methioninabhéangige Ribose-2'-O-Methyltransferase (Snijder
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et al., 2003). Neben den aufgefiihrten Enzymen kodiert der ORF 1a flr neun weitere

Proteine, Uber deren Struktur und Funktion wenig bekannt ist (Sutton et al., 2004).
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nsp 1- nsp 16

Modifiziert nach Sawicki et al., 2005

Abb. 1.4: Proteolytische Prozessierung der Polyproteine ppla und pplab

Gezeigt ist die proteolytische Prozessierung der Polyproteine ppla und pplab durch virale Proteasen
in 16 Nichtstrukturproteine (nsp). Dabei werden die Nichtstrukturproteine nsp 1 - nsp 11 von ORF 1la
und nsp 12 - nsp 16 von ORF 1b kodiert (Ziebuhr et al., 2000). Die hellgrauen Pfeile weisen auf die
drei Schnittstellen fiur die papaindhnlichen Proteasen und die schwarzen Pfeile auf die elf
konservierten Prozessierungsstellen fir die 3C-ahnliche Hauptprotease hin. Bestatigte und putative
enzymatische Doméanen in den Nichtstrukturproteinen sind angegeben und lilafarben markiert: PL1,
papainahnliche Protease 1; PL2, papainahnliche Protease 2; X, ADP-Ribose-1-Monophosphatase;
MP™, 3C- ahnliche Hauptprotease; POL, RNA-abhangige RNA-Polymerase; HEL, RNA-Helikase; EXN,
Exoribonuklease; ENR, Endoribonuklease; MT, S-adenosylmethioninabhéngige Ribose-2‘-O-

Methyltransferase.

1.2 Feline Coronaviren

Feline Coronaviren (FCoV) sind weltweit verbreitet und verursachen Infektionen bei
domestizierten und wildlebenden Feliden; 80-90% der Katzen in Zuchten oder
Mehrkatzenhaushalten und 10-50% der Katzen in Einzelhaushalten sind seropositiv
(Pedersen et al., 1981; Addie und Jarrett, 1992). Bei einem Teil der infizierten Katzen
tritt eine persistierende Infektion auf; das Virus wird kontinuierlich iber Monate bis

Jahre oder lebenslang ausgeschieden. Die meisten Katzen werden transient infiziert;
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nach einem Zeitraum von Monaten héren sie auf das Virus auszuscheiden, werden
wieder seronegativ und kdnnen erneut re-infiziert werden (Herrewegh et al., 1997;
Addie und Jarrett, 2001). Basierend auf serologischen Studien lassen sich FCoVs in
zwei Serotypen einteilen, Typ | und Typ II, die mit Typ-spezifischen felinen Seren
(Pedersen et al., 1984) oder mit monoklonalen Antikorpern gegen das S-Protein
(Hohdatsu et al., 1991) in Virusneutralisationstest unterschieden werden kénnen. Im
Gegensatz zu Serotyp | FCoV zeigen Serotyp Il FCoVs eine starke serologische
Kreuzreaktion mit CCoV. Die Kreuzreaktion ist darauf zuriickzufiihren, dass die S-
Gene von Serotyp Il FCoVs naher mit CCoVs (Nukleotidsequenidentitat von 91%) als
mit Serotyp | FCoVs (Nukleotidsequenzidentitat von 46%) verwandt sind (Wesseling
et al., 1994; Motokawa et al., 1995). Die Ursache hierfur ist, dass Serotyp Il FCoVs
durch homologe RNA-Rekombination zwischen Serotyp | FCoV und CCoV
entstanden sind. Das daraus resultierende FCoV-Genom enthielt das S-Gen und
flankierende Bereiche von einem CCoV-Genom. Sequenzanalysen der Serotyp Il
Laborstamme 79-1146 und 79-1683 zeigen, dass die Rekombination-sites im ORF 1
und in dem E- bzw. M-Gen liegen (Motokawa et al., 1996; Herrewegh et al., 1998;
Vennema, 1999) (Abb. 1.5).

79-1146

79-1683

Abb. 1.5: Rekombinationsschema zur Entstehung der Serotyp Il FCoV Stamme 79-1146 und 79-

1683. Die roten Blocke zeigen Teile der Typ Il FCoV Genome, die urspringlich von einem Serotyp |
FCoV stammen. Die grauen Blocke préasentieren die CCoV-Sequenzen. Matrizenwechsel fanden im
ORF 1 und in dem E- bzw M-Gen statt (Motokawa et al., 1996; Herrewegh et al., 1998).

Serotyp | FCoVs sind im Feld weiter verbreitet als Serotyp Il FCoVs und weltweit fur
80-90% der FCoV-Infektionen verantwortlich (Hohdatsu et al., 1992; Addie et al.,
2003; Lin et al, 2008). Serotyp Il FCoVs wurden in Europa und in den USA kaum
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gefunden; in Japan hingegen machen sie 10-30% der Infektionen aus (Rottier, 1999;
Addie et al, 2003).

Beide Serotypen bestehen aus zwei Biotypen; das Feline Enterale CoV (FECV), das
meist zu Kklinisch inapparenten Verlaufen oder zu milden gastrointestinalen
Erkrankungen fuhrt, und das Feline Infektiése Peritonitis Virus (FIPV). Letzteres tritt
sporadisch auf und verursacht eine letale Krankheit, die Feline linfektiose Peritonitis
(FIP) (Rottier, 1999; Dye und Siddell, 2005; Takano et al., 2007; Pedersen et al.,
2008; Sharif et al., 2010). FECV wird hauptsachlich fakal-oral durch virushaltige Ex-
und Sekrete, vor allem durch Kot, Ubertragen (Kipar et al., 2006; Garner et al., 2008;
Pedersen, 2008). Junge Katzen infizieren sich im Alter von wenigen Wochen nach
Verlust der maternalen Immunitat bei der Mutter oder bei anderen Coronavirus-
ausscheidenden Katzen (Addie und Jarrett, 1992; Addie et al., 2009). Wahrend
FECV horizontal Gbertragen wird (Poland et al., 1996), spielt dieser Ubertragungs-
weg bei der Entstehung von FIP wahrscheinlich nur eine geringe Rolle. Nach der
allgemein akzeptierten internal mutation theory entsteht das virulente FIPV in einer
Katze de novo durch Mutation(en) aus dem schwach virulenten FECV und I6st in der
Folge FIP aus (Pedersen et al., 1984; Poland et al.,, 1996; Vennema et al., 1998).
Bestarkt wird diese Theorie durch phylogenetische Vergleiche, die gezeigt haben,
dass FIPV/FECV aus demselben Bestand bis zu 98% genetische Identitat zeigten
und zu FIPV- und FECV-Stammen aus anderen geographischen Regionen eine
deutlich geringere Homologie aufwiesen (Vennema et al., 1998). Bisher wurde kein
einheitliches Muster der Mutationen gefunden, die flir den Biotypenwechsel
verantwortlich sind. Es wurden Veranderungen im S-Gen, im M-Gen und in den
akzessorischen Genen 3c, 7a und 7b mit der Entstehung von FIP in Zusammenhang
gebracht (Vennema et al., 1998; Kennedy et al., 2001; Rottier et al., 2005; Brown et
al., 2009; Pedersen et al., 2009; Chang et al., 2010; Chang et al., 2012). Alternativ zu
der internal mutation theory wurde 2009 von Brown et al. die circulating
virulent/avirulent theory vorgeschlagen. Demnach zirkulieren harmlose und virulente
FCoV-Stamme in der Katzenpopulation und empfangliche Katzen, die dem virulenten
Stamm ausgesetzt sind, erkranken an FIP. Diese Theorie basiert auf
phylogenetischen Analysen von viralen Gensequenzen (Polymerase, S, M, 7b) von
FCoV-infizierten gesunden Katzen und Katzen mit FIP. Phylogenetische Analysen
zeigten, dass sich Sequenzen der Gene M und 7b in Viren, die von gesunden Katzen

stammten, von denen unterschieden, die von erkrankten Katzen stammten. Die
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Analysen lassen auf die Co-Existenz von beiden Biotypen in Katzen schliel3en. Diese
Theorie ist allerdings nicht allgemein anerkannt.

Die Unterschiede in der Virulenz gehen mit einem verénderten Tropismus einher.
Wahrend FECV bevorzugt lokal in Epithelzellen des Darms repliziert, kann sich FIPV
zudem effizient in Monozyten vermehren und sich so systemisch ausbreiten (Weiss
und Scott, 1981; Dewerchin et al., 2005). Fiur die Pathogenese von FIP scheint die
massive Replikation in Monozyten von zentraler Bedeutung zu sein (Pedersen, 1976;
Stoddart und Scott, 1989). Nachdem die infizierten Monozyten in das perivaskulare
Gewebe eingedrungen sind, setzen diese und umliegende Zellen zahlreiche
Entzindungsmediatoren wie Zytokine (Goitsuka et al., 1990, Hasegawa und
Hasegawa, 1991), Prostaglandine und Leukotriene (Weiss et al., 1988) frei. Diese
Produkte fuhren zur Induktion von vaskularen Permeabilitatsveranderungen und
beglnstigen die chemotaktische Rekrutierung von Neutrophilen und Monozyten.
Diese setzen zusatzlich Mediatoren und zytotoxische Substanzen frei und die
Monozyten dienen zugleich als neue Zielzellen von FIPV. Letztendlich kommt es zu
Vaskulitis und Granulombildung (Weiss et al., 1988; Dewerchin et al., 2005; Kipar et
al., 2005).

1.3 FIP

Die Feline Infektiose Peritonitis ist eine tddlich verlaufende Infektionskrankheit bei
Katzen, die durch ein Coronavirus hervorgerufen wird (Wolfe und Griesemer, 1966).
Erstmals beschrieben wurde die Erkrankung bereits 1963 von Holzworth (Holzworth,
1963). Im Jahr 1968 wurde die Virusatiologie nachgewiesen (Zook et al., 1968) und
im Jahr 1976 ein Coronavirus als kausatives Agens identifiziert (Pedersen, 1976).
Die erste Virusisolierung in Zellkultur gelang Hoshino und Scott (1978) sowie O’Reilly
et al. (1979).

Die FIP ist eine der wichtigstens Infektionskrankheiten und eine der haufigsten
Todesursachen bei Katzen. Meist sind Katzen im Alter von 6 Monaten bis 2 Jahren
von FIP betroffen. Grundsatzlich kann jede FCoV-Infektion zum Ausbruch von FIP
fuhren, aber die tddliche Krankheit tritt nur bei etwa 5-12% der infizierten Katzen auf
(Addie und Jarrett, 1992; Haijema et al., 2004). Das klinische Bild der FIP ist variabel
und von den betroffenen Organsystemen abhéngig. Es wird zwischen feuchter und
trockener Form unterschieden. Die feuchte Form ist durch eine Vaskulitis
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gekennzeichnet, die Ergusse (proteinreiche Flissigkeit aus den BlutgefalRen) in der
Bauch- und/oder Brusthohle zur Folge hat. Bei der trockenen FIP treten
granulomatdse Veranderungen in inneren Organen, den Augen und im Zentralen
Nervensystem auf. Im Endstadium der Krankheit kann die trockene FIP aufgrund des
Zusammenbruchs des Immunsystems in die feuchte Form tbergehen (Sharif et al.,
2010). Allgemeinbefinden und Appetit kdnnen gestort sein. Symptome wie Fieber,
Gewichtsverlust, Apathie, Dehydratation und Anamie treten sowohl bei der feuchten
als auch bei der trockenen Form auf (Addie et al., 2009).

Die FIP kann bislang nicht therapiert werden. Impfstrategien gegen FIPV basierend
auf inaktivierten FCoVs, verschiedenen Lebendviren (z.B. FECV, schwach virulentes
FIPV, subletale Dosis von virulentem FIPV, attenuiertes FIPV durch wiederholte
Vermehrung in Zellklutur) oder nah verwandten Coronaviren waren erfolglos (de
Groot und Horzinek, 1995). Rekombinante Vaccinia Viren, die die FCoV-
Strukturgene S (Vennema et al., 1990), M und N (Vennema et al., 1991) exprimieren,
wurden als Vektoren eingesetzt, um in der Katze insbesondere Virus-neutralisierende
Antikdrper zu induzieren. Die Ansatze boten entweder keinen Schutz gegen FIPV
oder der Schutz war nicht signifikant oder die Impfung beschleunigte den
Krankheitsverlauf. Immunisierte Katzen, die Antikbrper gegen das S-Protein bildeten,
erkrankten nach einer FIPV-Infektion schneller an FIP als nichtimmunisierte Katzen
(Vennema et al., 1990). Die Antikorper-abhangige Verstarkung (antibody-dependent
enhancement, ADE) der FCoV-Infektion durch Antikdrper gegen das FCoV S-Protein
wurde bereits mehrfach bestatigt (Vennema et al., 1991; Corapi et al., 1992; de Groot
und Horzinek, 1995; Hohdatsu et al., 1997; Takano et al., 2008).

Der einzige Impfstoff, den es zurzeit zum Schutz vor FIP gibt (Primucell® von der
Firma Pfizer), basiert auf einer temperatursensitiven FCoV-Mutante des Serotyp I
Stammes DF2 (Gerber et al., 1990, Christianson et al., 1990). Er wird intranasal
appliziert und soll eine lokale Immunitat im Bereich der Schleimh&ute induzieren.
Eine Vakzinierung ist vermutlich nur vor einer Infektion von Katzen mit FCoV
erfolgversprechend. Unabhangig davon ist die Wirksamkeit des Impfstoffes

umstritten.
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1.4 Reverse Genetik mit Coronaviren

Die reverse Genetik erlaubt die genetische Manipulation von RNA-Viren auf cDNA-
Ebene und leistet somit einen sehr wichtigen Beitrag zur Erforschung und Aufklarung
bestimmter Aspekte von Viren und den von ihnen verursachten Krankheiten. Die
Grol3e des coronaviralen Genoms und die Instabilitat spezifischer cDNA-Sequenzen
in bakteriellen Klonierungssystemen sind dafir verantwortlich, dass bei der
Herstellung von rekombinanten Coronaviren nicht auf traditionelle revers-genetische
Techniken zurtckgegriffen werden konnte. Revers-genetische Systeme flr
Coronaviren basieren vielmehr auf nicht-traditionellen Methoden (Thiel, 2007). Das
erste revers-genetische System fur Coronaviren wurde Anfang der 1990er Jahre von
Masters und Kollegen beschrieben und beruht auf einer Methode, die als “targeted
RNA recombination“ bezeichnet wurde (Koetzner et al., 1992; Masters, 1999;
Masters und Rottier, 2005). Die Methode eignet sich, um die 3‘- terminale Region des
coronaviralen Genoms, einschliel3lich der Gene S, E, M, N, der akzessorischen Gene
sowie die 3-UTR, zu manipulieren. Das System basiert auf Rekombination zwischen
homologen Bereichen einer synthetischen Donor-RNA und der viralen RNA. Es
werden Fragmente des Genoms mit den erwinschten Modifikationen als cDNA
hergestellt, kloniert und in vitro transkribiert. Die synthetische Donor-RNA wird in
Zellen transfiziert, die zuvor mit dem Ausgangsvirus infiziert wurden. Wéahrend der
Replikation der viralen RNA findet Rekombination zwischen den homologen
Bereichen statt. Die neben dem Ausgangsvirus entstehenden rekombinanten Viren
werden auf eine hinzugewonnene Eigenschaft selektiert.

Die friheste Form von “targeted RNA recombination® verwendete als Ausgangsvirus
ein temperatursensitives murines Hepatitis Virus (MHV). Die Temperatursensitivitat
ist auf eine 29 Aminosauren lange Deletion im N-Gen zurlckzufihren. Die
gewunschte Rekombination mit der Donor-RNA fihrte zu einem Austausch des N-
Gens durch ein intaktes N-Gen und einen 3‘-terminal veranderten Bereich. Die
Selektion der rekombinanten Viren erfolgte bei permissiver Temperatur (Koetzner et
al. 1992; Peng et al., 1995). Ende der 1990er Jahre etablierten die Arbeitsgruppen
von Masters und Rottier eine modifizierte Methode, die auf der Erzeugung
rekombinanter MHV mit verandertem Speziestropismus basierte (Kuo et al., 2000;
Masters and Rottier, 2005). Durch Rekombination mit der Donor-RNA wurden
chimare Viren (fMHV) erzeugt, die anstatt des kompletten MHV-S-Gens die
entsprechende Ektodomane des S-Gens von einem felinen Coronavirus (FCoV)
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enthielten. Die entstandenen Chimaren konnten unter Einsatz von Katzenzellen
selektiert werden, wahrend das Ausgangsvirus nur in Mauszellen replizieren konnte.
“Targeted RNA recombination“ basierend auf Speziestropismuswechsel wurde auch
fur das Feline Infektiose Peritonitis Virus (FIPV) (Haijema et al., 2003) und fir das
Virus der transmissiblen Gastroenteritits (Sanchez et al., 1999) etabliert. Wie bereits
erwahnt, ist mit dem System “targeted RNA recombination® nur die Manipulation des
3'-terminalen Drittels des Genoms mdglich. Fur die Modifikation der Replikasegene
sowie der 5-UTR wurden Systeme entwickelt, die auf genomlangen cDNA-Klonen
basieren (Abb. 1.6). Die einzelnen Ansatze verwenden jeweils eine andere Strategie,

um die Stabilitatsprobleme der coronaviralen cDNA zu tGberwinden.
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Abb. 1.6: Strategien fur die Herstellung rekombinanter Coronaviren basierend auf
genomlangen cDNA Klonen

Schematische Darstellung der Strategien zur Erzeugung rekombinanter Coronaviren. Hierbei wurde
eine komplette coronavirale cDNA in bacterial artificial chromosome (BAC) integriert (links) (Almazan
et al., 2000), durch in vitro Ligation hergestellt (Mitte) (Yount et al., 2000) oder in ein Vaccinia Virus
Genom eingefiihrt (rechts) (Thiel et al., 2001b).
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Im Jahr 2000 stellten Enjuanes und Kollegen das erste cDNA-basierte revers-
genetische System fiur Coronaviren vor (Almazan et al., 2000). Eine genomlange
cDNA-Kopie des TGEV wurde in ein bacterial artificial chromosome (BAC) kloniert
und in swine testis (ST)-Zellen transfiziert (Abb. 1.6 links). Die Synthese der viralen
RNA erfolgte in vivo im Zellkern durch die zellulare RNA-Polymerase Il Uber einen
Cytomegalovirus (CMV) Promotor. Die entstandene genomlange RNA wurde nach
SpleiBen ins Zytoplasma transportiert und der coronavirale Replikationszyklus
gestartet. Es entstanden rekombinante TGEV in den Zellen. Um Instabilitat zu
vermeiden, wurde ein 133 nt langes Intron in zwei toxische Regionen des TGEV-
Genoms eingeflugt, das anschliel3end beim Splei3en entfernt wurde (Gonzales et al.,
2003). Mit dem BAC-System gelang die Herstellung von weiteren rekombinanten
Coronaviren wie SARS-CoV (Almazan et al., 2006) und HCoV-0OC43 (St-Jean et al.,
2006).

Eine weitere Methode, zuerst beschrieben von Baric und Kollegen, basiert auf der
Herstellung genomlanger TGEV-cDNA durch in vitro Ligation unter Verwendung von
sechs das Genom abdeckenden cDNA-Fragmenten (Abb. 1.6 Mitte) (Yount et al.,
2000). Nach in vitro Transkription der genomlangen cDNA erfolgte die Transfektion
der RNA in BHK-21-/ST-Zellen. Dieser Ansatz erlaubte die Herstellung von
rekombinanten MHV (Yount et al., 2002), SARS-CoV (Yount et al., 2003), IBV (Youn
et al., 2005) und HCoV-NL63 (Donaldson et al., 2008).

Eine Alternative zu der Klonierung von cDNA in bakteriellen Systemen wurde von
Siddell und Kollegen beschrieben. Genomlange HCoV-229E-cDNA wurde in ein
Vaccinia Virus Genom eingefligt (Abb. 1.6 rechts) (Thiel et al., 2001b). Das Vaccinia
Virus dient als eukaryontischer Vektor und weist keine Instabilitat auf. Vaccinia Virus
DNA wurde isoliert, die coronavirale cDNA in vitro transkribiert und die RNA in
human fetal lung fibroblast (MRC-5)-Zellen transfiziert. Mit dieser Strategie und einer
fur das Virus geeigneten Zelllinie wurden auch erfolgreich rekombinante 1BV (Casais
et al.,, 2001), MHV (Coley et al., 2005) und FCoV Serotyp | (Tekes et al., 2008a)
hergestellt.

Den drei Strategien ist gemein, dass die Ausbeute von rekombinanten Coronaviren
durch zuséatzliche Expression des jeweils homologen N-Proteins deutlich verbessert
wird (Almazan et al., 2004; Schelle et al., 2005; Thiel et al., 2001b; Yount et al.,
2002). Die Liste der Coronaviren, die nun mit Hilfe der reversen Genetik analysiert

werden kénnen, wird kontinuierlich langer. Revers-genetische Analysen dieser Viren
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haben zu unserem Verstandnis von Virionstruktur, RNA-Replikation und
Transkription sowie Pathogenese beigetragen (Masters und Rottier, 2005). Mit
diesem Wissen und der Moglichkeit der gezielten genetischen Manipulation des
gesamten coronaviralen Genoms ist auch der Weg fur die Entwicklung von neuen
coronaviralen Vektoren und Vakzinen geebnet. Coronaviren, die Reportergene und
andere Fremdgene enthalten, wurden bereits erfolgreich hergestellt (Fischer et al.,
1997; Curtis et al., 2002; Sola et al., 2003; Thiel et al., 2003b; de Haan et al., 2005;
Tekes et al., 2008a)

1.5 Coronaviren als Vektor

Die Entwicklung von effizienten revers-genetischen Systemen fur Coronaviren
ermdglicht auch die Anwendung dieser Viren als Vektoren, z.B. fur Herstellung und
Einsatz von Impfstoffen und fur therapeutische Zwecke. Coronaviren besitzen
mehrere Vorteile, die sie als Vektoren attraktiv erscheinen lassen. Zunachst kdnnen
durch Deletion der gruppenspezifischen, akzessorischen Gene virulente Coronaviren
in attenuierte Viren Uberfihrt werden; dies wurde bereits fir MHV (de Haan et al.,
2002), TGEV (Ortego et al., 2003) und FIPV (Haijema et al., 2004) demonstriert.
Aufgrund der GroRRe des Virusgenoms und den nach Deletionen der akzesorischen
Gene verfugbaren Platz kdnnen recht groRe Fremdgene eingefligt werden (Masters,
1999; Enjuanes et al., 2000). Der einzigartige Transkriptionsmechanismus von
Coronaviren erlaubt die Expression von Fremdgenen, indem die Insertion des
Fremdgens in das Genom zusammen mit der coronaviralen TRS erfolgt. Desweiteren
kann durch die Veranderung des S-Proteins der Spezies- und Zelltropismus
verandert werden (Kuo et al., 2000; Sanchez et al.,, 1999; de Haan et al., 2005).
Zudem sind Coronaviren einzelstrangige RNA-Viren, die im Cytoplasma ohne eine
DNA-Zwischenstufe replizieren; eine Integration des viralen Genoms in das
Wirtszellgenom ist weitgehend ausgeschlossen (Lai und Cavanagh, 1997; Enjuanes
et al., 2001).

Der erste Versuch, Coronaviren fur heterologe Genexpression zu verwenden,
erfolgte mit MHV defective RNA (D-RNA), die das Reportergen Chloramphenicol
Acetyltransferase (CAT) exprimierte (Lin und Lai, 1993). Mit Hilfe des MHV-Systems
wurden zudem die heterologen Gene fur Hamagglutinin-Esteraseprotein (HE) (Liao
und Lai, 1995), fur Interferon-y (Lai et al., 1997; Zhang et al., 1997) und fur
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grunfluoreszierendes Protein (GFP) exprimiert. Auch D-RNAs von anderen
Coronaviren wurden fur die Expression von heterologen Genen eingesetzt. Die D-
RNA von IBV als RNA-Vektor wurde fir die Expression der Reportergene CAT und
Luciferase (LUC) (Stirrup et al., 2000) sowie fur die Expression von Interferon-y
(Hackney et al., 2003) verwendet. Der Einsatz einer TGEV-cDNA, die die TGEV D-
RNA kodiert, erlaubte die Expression von -Glucoronidase (GUS) (Izeta et al., 1999;
Alonso et al.,, 2002) und Luciferase (Alonso et al.,, 2002). Basierend auf einer
genomlangen cDNA von verschiedenen Coronaviren, z.B. TGEV, MHV und FCoV,
wurde das GFP-Gen stabil exprimiert (Fischer et al., 1997; Curtis et al., 2002; Sola et
al., 2003; Tekes et al.,, 2008a). MHV und FCoV dienten zudem als Vektor fur die
Expression von Renilla (RL)- und LUC-Gen (de Haan et al., 2005). Thiel et al.
(2003b) entwickelten einen multigenen RNA-Vektor, der den 5‘- und 3'-terminalen
Bereich sowie das Replikasegen des humanen Coronavirus 229E enthielt und fur die
Expression der drei Reportergene CAT, LUC und GFP sorgte (Thiel et al., 2003b).
Eine gro3e und wachsende Anzahl von Coronavirus-abgeleiteten Expressions-
systemen kann inzwischen sehr gut als Vektor fiir die heterologe Genexpression
verwendet werden. Dabei werden Stabilitdét und Expressionslevel des heterologen
Gens vom coronaviralen Hintergrund, vom jeweiligen Fremdgen und von der Position
im Genom beeinflusst (de Haan et al., 2003; de Haan et al., 2005). So war die
Expression der Gene von MHV D-RNAs nicht stabil (Izeta et al., 1999). Die
Expression des CAT-Gens konnte nur bis zur zweiten Passage (P»), die des HE-
Gens bis zur dritten Passage (P3) und die von Interferon-y bis zur vierten Passage
(P4) detektiert werden (Lin und Lai, 1993; Liao et al., 1995; Zhang et al., 1997). Auch
die Expression von GUS im TGEV D-RNA-System war instabil. Im IBV-System wirkte
die Expression von CAT stabiler als die von LUC, jedoch sank die Expression von
CAT bereits nach der sechsten Passage (Pe) (Stirrups et al., 2000). Izeta et al.
(1999) vermuteten, dass die Anwesenheit von nicht-coronaviralen Sequenzen in den
D-RNAs einen negativen Einfluss auf die Stabilitat hat (Izeta et al., 1999).

Im Hinblick auf Vektoren, die auf einer genomlangen cDNA basieren, zeigte das RL-
Gen eine hohere Stabilitdt als das LUC-Gen; letzteres war in FCoV stabiler als in
MHV (de Haan et al., 2005). Die Expression des LUC-Gens in MHV wurde starker, je
naher das heterologe Gen am 3‘-terminalen Ende des Genoms lag (de Haan et al.,
2003). De Haan et al. (2005) zeigten, das eine hohere Stabilitdt von Fremdgenen

erreicht wurde, wenn sie akzessorische Gene ersetzen. In vielen Coronaviren zeigte
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das Gen GFP eine hohe Stabilitéat. In TGEV wurde GFP auch nach 20 Passagen
(P20) stabil und effizient exprimiert, wenn das Fremdgen in den ORF 3 eingeflgt
wurde. Eine Insertion zwischen ORF 6 (Gen N) und ORF 7 (Gene 7ab) fuhrte zu
Instabilitét und zu Deletionen im Bereich des Reportergens (Sola et al., 2003).

Coronaviren konnten bereits erfolgreich als Vektoren fur Impfstoffe eingesetzt
werden. Cervantes-Barragan et al. (2010) generierten attenuiertes MHV, das die
Epitope von zytotoxischen T-Lymphozyten in Kombination mit dem granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) exprimiert. Neben dem
Glykoproteinss.41 des Lymphozytdren Choriomeningitis Virus diente das Melan-A
Analog-Peptidzs.3s von humanem Melanom als Epitop. Diese Coronavirus-basierten
Vektoren erzeugten eine schitzende Immunantwort gegen virale Erreger und

induzieren eine prophylaktische und therapeutische Tumor-Immunantwort.

1.6 Zielsetzung

Die weltweit verbreiteten felinen Coronaviren rufen Infektionen bei wildlebenden und
domestizierten Feliden hervor. Auf der Basis von Virulenz lassen sich zwei Bio- oder
Pathotypen unterscheiden, das Feline Enterale Coronavirus (FECV), das zu klinisch
inapparenten bis milden Verlaufen fuhrt, und das Feline Infektiose Peritonitis Virus
(FIPV), das effizient in Monozyten/Makrophagen repliziert und zu einer letalen
Krankheit fuhrt, die Feline Infektiose Peritonitis (FIP). Es wird angenommen, das
FIPV im persistent infizierten Tier durch Mutation(en) aus FECV hervorgeht. Bis jetzt
konnte noch nicht geklart werden, welche genomische Veranderung fur den
unterschiedlichen zellularen Tropismus verantwortlich ist. Ein zentrales Ziel der
vorliegenden Arbeit war, unter Verwendung eines etablierten revers-genetischen
Systems mit einem nicht virulenten FCoV, die Herstellung eines rekombinanten
Serotyp Il FIPV 79-1146 um die Feline Infektiose Peritonitis zu studieren. Zur
Verfigung stand bereits ein chimares FCoV, das die 5‘-nichtranslatierte Region
sowie die Sequenzen der Gene la, 1b (5-Bereich), E, M, N, 7ab und die 3'-
nichttranslatierte Region von einem avirulenten FCoV Serotyp | und die Gene 1b (3'-
Bereich), S und 3abc bereits von dem FIP induzierenden Serotyp Il enthielt. Fir die
Generierung des virulenten rekombinanten FCoV Serotyp Il wurden samtliche
Serotyp | Sequenzen durch die Serotyp Il Sequenzen ersetzt. Im Anschluss sollte

mittels Infektionsversuchen in Katzen nachgewiesen werden, dass das rekombinante
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Serotyp Il FCoV tatsachlich FIP induzieren kann. Nach Erkrankung an FIP sollte das
Virus aus verschiedenen Organen der Tiere isoliert, ein genomlanger
Sequenzvergleich mit der rekFCoV 79-1146 Input-Sequenz durchgefuhrt und auf
Nukleotidverdnderungen untersucht werden.

Ein weiteres Ziel war die Verwendung von felinen Coronaviren als Vektor fir die
heterologe Genexpression. Zunachst sollte das rekombinante Serotyp | FCoV Stamm
Black fur die Expression der Strukturproteingene (ORF 2 und ORF 3) von felinen
Caliciviren anstelle der akzessorischen Gene 3abc bzw. 7ab verwendet werden.
Zudem sollte ein GFP-exprimierendes rekombinantes Serotyp II FIPV 79-1146
hergestellt und fur den Nachweis und fur ergdnzende Analysen zur Identifizierung
der Treffzellen feliner Coronaviren im Blut eingesetzt werden. Dies beinhaltete die
Isolierung von PBMC aus dem Blut unterschiedlicher Katzen sowie die Infektion
verschiedener Zellen, wie PBMC, CD14-positive Zellen und

Monozyten/Makrophagen mit dem rekombinanten Serotyp Il GFP-Virus.
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2 Material

2.1 Gerate

Geréat Hersteller
Analysenwaage Sartorius
Bakterienschiittler Heraeus

BD FACSCanto™ I
Bunsenbrenner Fireboy
Brutschrank (mit CO,-Begasung)
Elektrophoresekammer
Elektroporationsgerat Gene Pulser Il
Gefriergerate

GelgieRkammer

Gel Print 2000L Dokumentations-
System

Gel Print Dokumentationssystem
Heizblock

Heizblock

Inverses Immunfluoreszenz-
mikroskop Axiovert 10
Kihlschrénke

Kihlwasserbad RM6
Lichtmikroskop Leica DM-IL
Magnetrihrer

Mikrowelle
Milli-Q-Plus-Reinstwasseranlage
pH-Meter

Photometer Gene Quant Il
Schiittelinkubator
Sicherheitswerkbank LaminAir
Sicherheitswerkbank

LaminAir HB 2436

Thermocycler

Thermocycler 2720
Thermocycler Cyclone 25

BD Bioscience

IBS

Labotec C200

Werkstatt Mehrzweckinstitut
Biorad

Liebherr, Bosch

Werkstatt Mehrzweckinstitut
MWG Biotech

INTAS
Werkstatt Mehrzweckinstitut
Roth

Zeiss

Liebherr
Lauda
Leica

IKA
Micromaxx
Millipore
Beckmann
Biotech
GFL
Holten

Heraeus

Eppendorf
Applied Biosystems
Peglab
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Thermomixer 5436 Eppendorf
Thermowasserbad Memmert
Ultraschall Bad Sonorex RK 52 MAGV

UV Transluminator Bachofer
Vortexer Heidolph
Waage Kern
Zentrifugen:

Biofuge fresco Heraeus
Biofuge pico Heraeus
Biofuge primo Heraeus
Centrifuge 5804R Eppendorf
Labofuge 400 R Heraeus
Mikrozentrifuge Butterfly Roth
Ultrazentrifuge L 870 Beckmann
2.2 Chemikalien

Chemikalie Hersteller
Acrylamid (40%) Applichem
Agarose (Elektrophorese) Gibco-BRL
Ammoniumpersulfat (10%) Fluka
Ampicillin Serva
Bovine-Serum-Albumin (BSA) Gibco-BRL
Chloroform Roth
Cap-Analogon New England Biolabs
Carboxymethylcellulose (CMC) Sigma-Aldrich
Desoxyribonukleotidtriphosphate Roche Diagnostics GmbH
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Roth
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
Ethanol reinst/absolut Fluka
Ethidiumbromid Roth
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck
Formaldehyd (37%) Merck
Glycerin Merck
G418-Sulfat (Neomycin) Sigma-Aldrich
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Glyoxal (40%) Fluka
Hypoxanthin Sigma-Aldrich
Isopropanol Roth
Lipofectamine 2000 Invitrogen
Milchpulver (4%) Frema
Mykophenolsaure (MPA) Sigma-Aldrich
Natriumhydroxid Sigma-Aldrich
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich
Phenol Roth
Puromycin Alexis Biochemicals
RNase Inhibitor Promega
Saccharose AppliChem
TEMED Fluka
6-Thioguanin Sigma-Aldrich
Tris Gibco-BRL
Triton X-100 Fluka
Tween-20 Sigma-Aldrich
Xanthin Sigma-Aldrich
X-Gal (Galactopyranosid) ICN

2.3 Enzyme und Puffer

Enzym Hersteller
Alkalische Phosphatase Roche
Human Placenta RNAse Inhibitor Invitrogen
Out 40 U/pl

Pfu-DNA-Polymerase Promega
Proteinase K Sigma-Aldrich

Quick Ligase
Quick Ligase Puffer

Restriktionsendonukleasen

Reverse Transkriptase Superscript Il

Tag-DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase
T4-Ligase Puffer

New England Biolabs

New England Biolabs

New England Biolabs, TaKaRa, Fermentas
Invitrogen

New England Biolabs

New England Biolabs, TaKaRa, Fermentas

New England Biolabs
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2.4 Kits

Artikelbezeichnung

Hersteller

MACS Anti-Biotin MicroBeads
DynaBeads Oligo (dT)

Miltenyi Biotech
Dynal Biotech

Expand Long System Template Roche
PCR System

Expand Reverse Transcriptase Kit Roche
Plasmid Maxi Kit Qiagen
Plasmid Midi Kit Qiagen
QlAamp Viral RNA Mini Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIAquick PCR Purifikation Kit Qiagen
QIAshredder Qiagen
QIAGEN One Step RT-PCR Kit Qiagen
PGEM-T easy Vector System | Promega
RiboMax™ Large Scale RNA Promega
Production System T7

RNeasy Mini Kit Qiagen

2.5 Molekulargewichtsstandards

bp Ka
rlz.2ne 10,000
AL I o s = ~1T70
8144 6000
=y e — - ~130
—5090
—4072 = ~~100
—3054 40CO ~70
3000
—2036 — — ~58
—1636 2000 |
L —
—1018 1500 —— ~ ~38
1000 _— - ~20
—506,517
— 396 L
— 344 Hinf | fragments 500 o ~18
298 of the vector
2 -
154 PN ~
134 200
is

Abb. 2.2: Perfect RNA Marker  Abb. 2.3: PageRuler™ Prestained
0,2-10 kb (Novagen) Protein Ladder (Invitrogen)

Abb. 2.1: 1 kb DNA Ladder
(Invitrogen)

26



MATERIAL

2.6 Oligonukleotide fur RT-PCR und PCR

2.6.1 Oligonukleotide fur das FCoV Genom (Stamm 79-1146)
Genbanknummer AY994055

Oligo Nukleotidsequenz Pol
79-25-F 5-ACTTTTAAAGTAAAGTGAGTGTAGC-3 +
79-25-R-Esp3lI 5-CGTCTGCCACGCTACACTCACTTTACTTTAAAAGT-3 -
79-25-R-Sall 5-GTCGACGCTACACTCACTTTACTTTAAAAGT-3 -
79-25-F-Esp3l| 5-CGTCTCCGTGGCTATAACTCTTCTTTTACTTT-3' +
79-470-R 5-ATGACGTAGTGATCCTTACGATTGC-3' -
79-760-F 5-GCCTGGCTAACAGTGCGCGATGAAA-3 +
79-1230-F 5-CTCTGTTTGGAAAGTGATTAAAACT-3 +

79-1730-F-Xhol

5-CTCGAGGAGGCTAAGTGCTTTGTGCTTGGTTC-3

79-2230-R-Sacll

5-CCGCGGCTTAAGCGCTCTGAAACACAACTTTT-3'

79-2250-R-Sacll

5-CCGCGGACTAGGATGTTTTCACCATCCTTAAG-3'

79-2460-F 5-CTGGTACAGATGCATGCCAGCATGC-3' +
79-2560-F 5-AGTTTTGCTAATCGTTTAACGATTA-3 +
79-3300-R 5-ACACTTGCATCAGAATCGCTTTTGTC-3' -
79-3505-F 5-GAGCAACTTTCCTCAGTAGAAAAAAAAGATGAAGTCTCTGC-3 +
79-3505-R 5-GCAGAGACTTCATCTTTTTTTTCTACTGAGGAAAGTTGCTC-3' -
79-3730-F-Sacll 5-CCGCGGTAAGAAAGATGATGTTATGCCTTTT-3 +
79-4230-R-Sall 5-GTCGACTTAGCTGTCATTACATTTGCATTAAG-3 -
79-4230-R-Xhol 5-CTCGAG TTAGCTGTCATTACATTTGCATTAAG-3' -
79-4380-F 5-GCCTGACGTCCTTGTTAACGCTGCT-3 +
79-5590-F 5 -GGTTTAATGGTTGATGCCGATAAGG-3 +
79-5680-R-Sall 5-GTCGACGTTAGCAACAAAATTACTAGCAATGG-3 -
79-6300-F 5-ATGGAATAGAGTTATACAATTGTCG-3 +
79-6500-R 5-TTAAGTGCGAGAACTGCCTTAAAAA-3' -
79-7300-F 5-GCTATGGATATCGGTAAGTGCATGA-3 +
79-7630-F 5-TCAGTCTACAGTGTTGCAACTCAGT-3 +

79-7730-R-Sacl

5-GAGCTCTAGAATCATCAAATGATTGAACAACA-3'

79-7800-F-Esp3l

5-CGTCTCCATTTGACAAGTCCTGCCCTATTGTT-3
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79-8360-F 5-TGTCTGTAGTAGCTACATCTGGTGC-3

79-8590-F 5-CTTGCATACCCAGGTGTTTTAGATGCGGGGTTCATTA-3
79-8590-R 5-TAATGAACCCCGCATCTAAAACACCTGGGTATGCAAG-3
79-9020-F 5-CCGGATTGAGAAAATGGCACAGCCTAGTGGTGTT-3
79-9020-R 5-AACACCACTAGGCTGTGCCATTTTCTCAATCCGG-3

79-9925-F-BseRl

5-GAGGAGTTAATCTTCAGAGTGGTTAAAGTGAAATCCATATTTT-3

79-9925-R-BseRI

5-GAGGAGTACCACTCTGAAGATTAACACCATACATTTGC-3'

79-9930-F-BamH|

5-GGATCCGAGTGGTAAAGTGAAATCGATATTTT-3'

79-9930-R-Esp3l

5-CGTCTCCTGAAGATTAACACCATACATTTGC-3

79-9930-F-Esp3l

5-CGTCTCCTTCAGAGTGGTAAAGTGAAATCCATATTTT-3

79-10000-F 5-TTCATGTATACACCCTTCACATGGA-3
79-10450-R-Notl 5-GCGGCCGCTATCAACATAGTAAGCATGTTTACAA-3
79-10450-F 5-TTTGCATCATACAAAGTTGCTTATT-3'

79-11200-F 5-TTTGAGCGAGAAGCTTCCGTGCAAA-3'

79-11300-R 5-AAACTATGCATAGCTGAAACTATTT-3
79-11700-R-Notl 5-GCGGCCGCATTGTAGCAGATGCTTTAACAGCTTT-3'
79-12050-F 5-CATATGTTGACGCTGTTAAACGAGG-3'

79-12600-F 5-GTTATGGACCATGAGCAAGTCTGTT-3'

79-13250-F-Esp3l

5-CGTCTCATACCACCCTAATTGCTCTGATTGTACAAG-3

79-13251-F-BamHI

5-GGATCCCCACCCTAATTGCTCTGATTGTACAAGTGA-3'

79-13750-R

5 -CTCTGTTGTAGCGGTAATAATTGAAG-3'

79-13750-F-Xhol

5-CTCGAGCCGCTACAACAGAGTCACAGTACTTG-3

79-13750-R-Sacl

5-GAGCTCCTCTGTTGTAGCGGTAATAATTGAAG-3

79-13750-R-Sall

5-GTCGAC CTCTGTTGTAGCGGTAATAATTGAAG-3

79-14100-F 5-TCAATTGCTGCAACACGCAATGCCA-3
79-14220-R-Xhol 5-CTCGAGGGTAAAGCACGGTCACACTTAGGATAGTC-3'
79-15100-F 5-GTGACAATGCTAGAAGAAGGTCAAGATAAG-3'
79-15500-R-EcoRIl | 5'-GAATTCCAGTTTCAGCAGCGAAAATTTTCAGAG-3'
79-15660-F 5-GCCCTAAGGAAATTGTACTCCAATGG-3

79-16800-F-Esp3|

5-CGTCTCTCTACACACAGACTTCCGATACACAGC-3

79-16800-R-Esp3l

5-CGTCTCTGTAGATAACATAATCATACTCACTACCCTGC-3

79-17100-R

5 -TGACATTAGCATATTTAACATCCTT-3'

79-18100-F-BamHil

5-GGATCCGGAACTGCAATGTAGACATGTACCCAGAG-3
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79-18500-R

5-GGAGTGCTTTGCTATTAACAAAACCGTGCC-3'

79-19400-F-Xhol

5-CTCGAGGTGCACTTATATGGACATACTCTTGGACG-3'

79-19900-R-Eag

5-CGGCCGGTCTTCAATGTAAAGACTAGTACAATCACCTG-3'

79-20436-F-BamHl

5-GGATCCATGATTGTGCTCGTAACTTGCCTCTTGTTG-3

79-20436-F-Esp3l

5-CGTCTCCATGATTGTGCTCGTAACTTGCCTCTTGTTG-3'

79-20436-F-Sacll

5-CCGCGGATGATTGTGCTCGTAACTTGCCTCTTGTTG-3'

79-20960-R-Sacll

5-CCGCGGGTCCGTGGGTATGACAGAGAAAGG-3'

79-20960-R-Pstl

5-CTGCAGGTCCGTGGGTATGACAGAGAAAGG-3

79-21300-F 5-GTTCCACTTTTGTTAGTGGCAGGTT-3
79-21710-F-Xhol 5-CTCGAGAAAGGAAATTGCTATTAGTAAGTGG-3
79-21820-F 5-GGACAATTGCTTACACATCGTATACTGAAGC-3'

79-21850-R-Notl

5-GCGGCCGCCAACTTGTACTAATGCTTCAGTATACGATG-3

79-22075-R-Pstl

5-CTGCAGTAACCACTAAGCTTCATACCAAGAT-3

79-22200-R

5-TCTTGATTAAAAATATTGTCCCATA-3'

79-22400-F

5-AGAAGTCTATATGTAATATATGAAG-3

79-22480-F-BseRl

5-GAGGAGCGGTCCGCACGTAGACTCCT-3

79-22480-R-BseRl

5-GAGGAGGACAAATCGTGCGGACCGCTATTATC-3'

79-22825-F-Sacll

5-CCGCGGACGATGTTGATTGTGAACCTGTCATA-3

79-23100-F 5-TTGAACAAGCACTTGCAATGGGTGC-3'
79-23175-R-Sacl 5-GAGCTCCATTTTCCGAGACAAACAACATGGA-3
79-23530-F 5-GGTGCACTTGGTGGTGGCGCCGTGGC-3
79-23530-R-Notl 5-GCGGCCGCGCCACGGCGCCACCACCAAGTGCACC-3
79-23900-R 5-CATTAAGTGCTGTAAGTCTACCTGT-3'

79-24000-F 5-AATGTGTTAGGTCTCAGTCTCAGAG-3'

79-24303-F-BamHil

5-GGATCCGGGTGTGATGTGTTGTTTGTCAAC-3

79-24303-F-Xhol

5-CTCGAGGGGTGTGATGTGTTGTTTGTCAAC-3

79-24795-R-Notl

5-GCGGCCGCTTAGTGGACATGCACTTTTCAATTGG-3'

79-24795-R-Pstl

5-CTGCAGTTAGTGGACATGCACTTTTCAATTGG-3

79-24795-R-Esp3|

5-CGTCTCCACCATTTAGTGGACATGCACTTTTTCAATTGG-3

79-24795-R-Esp3l-
GFP

5-CCGTCTCCCATAAATCGTTTAGTTAGTGGACATGCACTTTT
TCAATTGG-3'

79-24840-R-Esp3lI

5-CGTCTCATGTCCCATACAAGACCTGTAATGACTAA-3'

79-25000-F-Xhol

5-CTCGAGTGAGGCTAAGGACAAAGCGTATGCT-3
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79-25200-F-Xhol

5-CTCGAGGCCATTCTAAATTCCATGCGAAAATGATTGG-3'

79-25230-F QC

5-GAAAATGATTGGTGGACTTTTTCTTAACACTCTTAG-3

79-25230-R QC

5-CTAAGAGTGTTAAGAAAAAGTCCACCAATCATTTTC-3'

79-25365-R-Esp3l

5-CGTCTCCACTAACAACCTGATGCTGTTGTAC-3

79-25365-R-Pstl

5-CTGCAGCACTAACAACCTGATGCTGTTGTAC-3

79-25370-F-Esp3l

CGTCTCTTAGTGCTAGAACACAAAATTATTACCCAG-3'

79-25670-F-Sacll

5-CCGCGGATGAGAAGTTCTCACAGCTCTATTT-3

79-25800-R-EcoRlI

5-GAATTCCAGCATGAGCTAAGCCACGTATTGC-3

79-25850-F-Esp3l

5-CGTCTCGTATTTTCACAGGAGCCCGTAGCCGGT-3

79-25880-F-BamHl

5-GGATCCGTTTACAATGCAGCCTCTTCTCAGG-3'

79-25880-F-Esp3|

5-CGTCTCGTTTACAATGCAGCCTCTTCTCAGG-3

79-25970-R-Esp3lI

5-CGTCTCATGCCCTAGGGAACGTCATAGTTATGGTC-3

79-26075-R-Sacl

5-GAGCTCTTAATAACATTTAGCAATGCTATTG-3'

79-26380-R-Sacll

5-CCGCGGGAAGTTCCAGTTAGCAAGATGCCAAATAAG-3

79-26380-R-Sall

5-GTCGACGAAGTTCCAGTTAGCAAGATGCCAAATAAG-3'

79-26380Kor+

5-GATCTTATTTGGCATCTTGCTAACTG-3'

79-26380Kor-

5-CAGTTAGCAAGATGCCAAATAAGATC-3

79-26500-R 5-AGTATGCATTAAAAATCGTAAGCGC-3'
79-26990-F-Sacll 5-CCGCGGGTAACATATGGTGTAACTAAACTTTC-3'
79-27050-R 5-CTCCCCAGTTGACGCGTTGTCCCTGT-3
79-27090-R 5-CCGACCACGAGAGTTAGAACGACCACGTC-3'
79-27150-R 5-GATCCTTGTTCGAGGGTAATGGGGTTGTAG-3'
79-28300-F 5-TGTAAATTGTTTGCAGCTTTTGAAA-3'
79-29000-F 5-GCTGAAAGTTTATGACTTGAAGCAATTCAG-3’

79-29330-R-Sacl

5-GAGCTCCACTAGATCCAGACGTTAGCTCTTCCATTG-3

79-29355-R-Sacl

5-GTATCACTATCAAAAGGAAAATTTT-3
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2.6.2 Oligonukleotide fur das FCoV Genom (Stamm Black)
Genbanknummer EU186072

Oligo

Nukleotidsequenz

Pol

A-515-ex-rev

5-TCCGTTACCCAGAACACCAATGACGTAGTGATCCTTAC-3

Genom-2900-forw

5-CATTGTGCTTGGCTAACTGTGCGCG-3°

Genom-3200-rev

5-GGGTTATTAATGTCAAATCCACCGCATGTGTC-3

Genom-5500-forw

5-GGTCCTGTAGTAGGAGATATCATTGATGC-3

Genom-5800-rev

5-CACGTCAGCATATTTACCGAGTGTTGTG-3°

BC-2-G1

5-GGCTACAACCTATTGCAGAGTGGGAGAGTGTACTG-3

Genom-8450-rev

5-ACTAGGAGAGTGCAATCACCAAAGATC-3°

Genom-11000-forw

5-CACTGTGACCTTAGTGATCTTATTGAGTC-3

Genom-11250-rev

5-CGACTTCCTGTCCACGGCGCGTGCCTCTTTG-3°

Genom-14000-rev

5-CTCCTCCCACAGTACGAGCTCTAGCCTTGCC-3

Genom-13750-forw

5-CAGAGTTACTGTTTTAGACATCTGTCAGGCGC-3°

D-rev-gpt 5-GCACTGCTTTGACTCAGGGTTGACAGG-3 -
Genom-17150-forw | 5-CACACGAGACTTTGCTATGCGT-3 +
B-19890-F-Sall 5-GTCGACCTGATTTGTATGATGGTTCCACCAAG-3 +

B-20440-R-Esp3l

5-CGTCTCATCATGGTGTGTTAACAAAGTGATTACCAAAG-3'

B-21980-F-Xhol

5-CTCGAGATGCTTGTTAAAAATGATTTACC-3

B-22480-R-Pstl

5-CTGCAGCATCTTTTACTAAATTAGAGATG-3

B-22600-F 5-TATTAGTGGTGATCTTCTCGCCTTTAAAAATAG-3 +
B-22600-R 5-CTATTTTTAAAGGCGAGAAGATCACCACTAATA-3 -
Genom-22650-forw | 5-CACTGTAGTGCCATGTGATTTAAC-3° +
B-22700-F 5-GAGATAGTGGGAGCTATAACATCTGTTAAT-3 +
B-22700-R 5-ATTAACAGATGTTATAGCTCCCACTTATCTC-3 -

B-22760-R-Esp3l

5-CGTCTCCCGAGTGTGATGTCGACCTACGTGATCTCTT-3'

B-22785-F-Esp3l

5-CGTCTCACTCGGTAACCACCTACAATATGCC-3

B-23080-F-Sacll

5-CCGCGGGTAATGGCAATACACATTGCCGTA-3'

B-23235-F

5-GAAAAGTTTAACGCCACAGCCACAGGTGGTG-3

B-23235-R

5-CACCACCTGTGGCTGTGGCGTTAAACTTTTC-3

B-23580-R-Sacl

5-GAGCTCATAATTAAGCCTAGCCTGCACC-3'

D3abc-PCR1-G

5-CAACACGTATATGGTAACTCCTCG-3

D3abc-PCR1-R

5-ATGCGAATTCCTTGACGGTGTCCATAAATCGTT-3
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B-24800-R-Esp3l

5-CGTCTCATTCATCTTGACGGTGTCCATAAATCGTT-3

B-24840REsp3GFP

5-CGTCTCCATCATACAAGACCTGTAATGACTAA-3'

B-25760-F-Esp3l

5-CGTCTCCCTTTTCTCAGGCGGTTATAAACG-3'

B-25970-F QC

5-TTGGGTAAGACTATTATAGTACTACCTGCAC-3

B-25970-R QC

5-GTGCAGGTAGTACTATAATAGTCTTACCCAA-3'

B-28030-R-Esp3l

5-CGTCTCATTCATGCGTTTAGTTCGTAACCTCATCAAT-3'

B-28955-F-Esp3l

5-CGTCTCGGCAACCCGATGTTTAAAACTGG-3

B-29080-F-BamHl|

5-GGATCCGGCACCCGATGTCTAAAACTGGTCTTTCCGAGG-3'

2.6.3 Oligonukleotide fur das Vaccinia Virus Genom (Stamm vNotl/tk)

Oligo Nukleotidsequenz Pol
VVL1 5-CTTAACGATGTTCTTCGCAGATG-3' -
VVR1 5-GCGTCCATAGTCCCGTTCCGT-3 +
VVR1-F-Xhol 5“CTCGAGGCGTCCATAGTCCCGTTCCGT-3 +
2.6.4 Oligonukleotide fir das FCV Genom (Stamm 2024), ORF 2 und ORF 3
Genbanknummer AF479590
Oligo Nukleotidsequenz Pol

D3abc-FCV-F-Bsal

5-GCGGTCTCTTATGGCTGATGATGGGTCTATCACGTCACCTG-3

D7ab-FCV-F-Bsal

5-GCGGTCTCGCATGGCTGATGATGGGTCTATCACGTCACCTG-3

FCV-rev-sel 5-CAAGGTATGGGTTAAGTAGTGGTCC-3 -
FCV 701 F S5-TTGTTGTGCCTCCAGGGGTCAACCC-3' +
FCV-F1-seq 5-CGTTCTCTTTGATGCTCGTCAAGTGG-3 +
FCV-F2-seq 5-CTACAGCCAAAGATTATGATTCGGCC-3' +
FCV-forw-sel 5-GAGCAGAGGGTACAAGGCCCTATCC-3' +

D3abc-FCV-R-Bsal-jo

5-GCGGTCTCAAAAGTCAATTTTTAAACAGATTTCTATATGATAGTC-3

D7ab-FCV-R-Bsal-jo

5-GCGGTCTCTTGTCTCAATTTTTAAACAGATTTCTATATGATAGTC-3'
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2.6.5 Oligonukleotide fur das Reportergen GFP

Oligo Nukleotidsequenz Pol
GFP-V-rev 5-TAGGTCAGGGTGGTCACGAGGGTGGG-3 -
GFP-V-forw 5-CCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCG-3' +
3abc-GFP-F-Esp3l | 5-CGTCTCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCA-3' +
3abc-GFP-R-Esp3l | 5-CGTCTCGTAAACTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC -

2.6.6 Oligonukleotide fur Plasmide

Oligo Nukleotidsequenz Pol
M13 F 5-GTAAAACGACGGCCAG-3’ +
M13 R 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3 -
GPT-250s 5-GAAGGCGATGGCGAAGGCTTCATCG-3' +
GPT-300as 5-AGTGCGCTTTTGGATACATTTCACG-3' -

pGEMT-BstZI-F

5-CGTCGCATGCTCCCGGACGCCATGGCCGCGG-3

pGEMT-BstZI-R

5-CCGCGGCCATGGCGTCCGGGAGCATGCGACG-3

pGEMTBSstZI2.F

5-ATCACTAGTGCGGACGCCTGCAGGTCGA-3'

pGEMTBstZI2.R

5-TCGACCTGCAGGCGTCCGCACTAGTGAT-3'

2.7 Medien, Lésungen und Puffer

2.7.1 Allgemeine Medien und Puffer

Ca/Mg-L6sung

PBS defizient

0,1 g/| CaC|2 X H-0, 1,16 g/| MgC|2 X 6H,0,
1,15 g/l NazHPO4 x 2H,0 in 950 ml H2Ogjgest

geldst, autoklaviert, bei 4°C gelagert
0,8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI, 0,2 g/l KH,PO4 X

H,O, 1,15 g/l Na;HPO4 x H,O in 950 ml

H,Ogigest gelost, autoklaviert, bei 4°C gelagert
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950 ml PBS defizient mit Zusatz von 50 ml
Ca/Mg-Ldsung

2.7.2 Puffer und Lésungen fir biochemische Arbeiten

2% SDS (w/v)

3 x Jagow Gelpuffer

10 x Anodenpuffer

10 x Kathodenpuffer

10 x Transferpuffer

Blockierlosung

Waschpuffer

6 M Harnstoff, 62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8),
2% SDS (w/v), 10% Glyzerol (v/v), 0,025%
Bromphenolblau (w/v), 0,025% Phenolrot
(wWiv)

0,3 M Tris-HCI (pH 8,45), 0,3% SDS

0,2 M Tris-HCI (pH 8,9)

0,1M Tris-HCI (pH 8,25), 0,1M Tricin, 1%
SDS (w/v)

480 mM Tris-HCI, 390 mM Glycerin in
H20gidest, 20% Methanol (v/v)

4% Milchpulver in PBS, 0,1% TWEEN 20

PBS, 0,1% TWEEN 20

2.7.3 Medien und Puffer fur das Arbeiten mit Bakterien (E. coli)

Luria-Bertani-Broth (LB)-Medium

LB-Agar

LB-Amp-Medium/-Agar

1% Bacto-Trypton, 0,5% Bacto-Hefeextrakt,
1% NaCl in H2Ogigest, pH 7.5

LB-Medium, 2% Agar

Zugabe von Ampicillin (100 mg/ml) auf eine

Endkonzentration von 100 pg/ml
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SOC-Medium

2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NacCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgCl;, 10 mM MgSOy,
20 mM Glucose

2.7.4 Medien und Puffer flr das Arbeiten mit Sdugerzellen

Einfriermedium zur

Kryokonservierung von Zellen

Fetales Kalberserum (FKS)

Ficoll-Paque™ Plus

MACS Puffer

MEM non-essential Amino Acid

B-Mercaptoethanol

Minimum Essential Medium (MEM)

Eagle

Natriumpyruvat

Opti-MEM |

Penicillin/Streptomycin 500x

RPMI-1640 Medium

Trypanblau-Ldsung

10% (v/v) DMSO in FKS

PAA Laboratories

GE Healthcare

1 x PBS, 2% FKS, 2mM EDTA

Sigma

Gibco

Sigma

Sigma

Gibco

50.000 U/ml
Streptomycinsulfat; in

Penicillin G,
H2Ogidest
sterilfiltriert (0,1 um) und bei -20°C gelagert

50 mg/ml

gelost,

Sigma

0,25% (w/v) Trypanblau, 0,15 M NaCl in
H2Ogigest, filtriert (0,2 um), bei 4°C gelagert
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Trypsin-L6sung

Zellkulturmedium (CCM34)

8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI, 1,449/l Na,HPO4 x
2H,0, 2,5 g/l Trypsin, 1:300, 0,16 g/l
Phenolrot in HyOgigest gelOst, sterilfiltriert

(0,1 pm), bei 4°C gelagert

4,5 g/l DMEM-Pulver, 200 uM L-Alanin, 225
MM L-Aspartat, 933 uM Glycin, 510 uyM L-
Glutamat, 217 uM L-Prolin, 184 uM
Hypoxanthin, 0,1 mg/l Biotin, 44 mM
NaHCOs;, sterilfiltriert, bei 4°C gelagert

2.7.5 Puffer fir Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion

Agua ddec

Agua dd@

DNA-Auftragepuffer fir Agarosegele

DNA-GroRenmarker

Nukleotidmix

Orange G (0,25%)

10 x PCR-Puffer

doppelt deionisiertes H,O mit 0,2% (v/v)
Diethylpyrocarbonat fir 4 Stunden geruhrt,
autoklaviert
doppelt deionisiertes autoklaviertes H,O fir
PCR (Roth)

0,1% (w/v) Orange G, 5% (w/v) Ficoll 400 in
5 x TAE-Puffer, 4°C

40 pg DNA (1 kb; 100 bp DNS-
GréRenmarker, Invitrogen), 250,0 ul DNA-

Auftragepuffer, 1,0 ml TE-Puffer, 4°C

25 mM dATP, 25 mM dTTP, 25 mM dCTP,
25 mM dGTP, bei -20°C gelagert

2,5 ml Orange G 1%, 3,0 ml Glycerin, 4,5 ml
HZOBidest

Fa. NaTuTec
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Puffer A (2,5 x)

Puffer B (5 x)

TAE-Gelelektrophorese-Puffer (50 x)

TE-Puffer

125 mM Tris (pH 8,3), 187,5 mM KClI, 7,5
mM MgCl,, 25 mM DTT, 1,25 mM dNTPs, -
20°C

25 mM Tris (pH 8,3), 100 mM KCI, 6,5 mM
MgCly, 1,25 mM dNTPs, 0,5% Triton X 100,
0,1% BSA, -20°C

2 M Tris, 0,25 M Na-Acetat, 0,05 M EDTA,
pH 7,8 mit Eisessig einstellen

10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, in H;Ogigest
gelost, pH 7,6

2.7.6 Puffer fur DNA-Isolierung und Aufreinigung

2 X Proteinase-K Puffer

10 x DNase Puffer

10 x Puffer A

2.8 Zellen

2.8.1 Eukaryontische Zellen

200 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM EDTA,
0,4% (w/v) SDS, 400 mM NacCl

400 mM Tris-HCL (pH 8), 100 mM MgSOQ,,
10 mM CaCl,

100 mM Tris-HCL (pH 7,5), 10 mM EDTA

BHK-21-Zellen (Baby-Hamsternierenzellen) ATCC Nummer: CCL-33
BHKEcov-n-Zellen (BHK-21-Zelllinie, die das  Institut fur Virologie, Giessen

N Protein von FCoV uber das Tet-On

System exprimiert)

CV-1-Zellen (Affennieren Fibroblastenzellen) ATCC Nummer: CCL-70

37



MATERIAL

D980OR-Zellen (HeLa-Zelllinie, humane
Epithelzellen eines Zervixkarzinoms)
FCWEF-4-Zellen (Katzenfetenzellen)

2.8.2 Prokaryontische Zellen
E. coli K12-Stamm HB 101
E. coli K12-Stamm JM 109

2.9 Viren

FCoV Black Stamm
FCoV Stamm 79-1146
FCV Stamm 2024

rekFCoV Black
rekFCoV Black, GFP

Vaccinia Virus Stamm vNotl/tk

2.10 Plasmide
pBluescript 1l SK (+)
pGPT-1

pEGFP

pCH1

2.11 Antikorper

Priméarantikdrper:

Maus anti-human CD14, FITC konjugiert
Maus anti-human CD14, Biotin konjugiert;

Nachweis Uber SA-PC7
Maus anti-Katze CD5, FITC konjugiert

G. L. Smith, Imperial College, London,
UK

Institut fur Virologie, Giessen

Institut far Virologie, Giessen

Institut fur Virologie, Giessen

beschrieben in: Black et al., 1980
beschrieben in: McKeirnan et al.,1981
beschrieben in: Thumfart und Meyers,
2002

beschrieben in Tekes et al., 2008a
beschrieben in Tekes et al., 2008a
beschrieben in Merchlinsky und Moss,
1992

Stratagene

beschrieben in Herzig, 2004
Volker Thiel, KSSG Schweiz
beschrieben in Luttermann und
Meyers, 2007

Miltenyi Biotec
Reinhard Maier, KSSG Schweiz

Southern Biotec
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Ratte anti-Maus CD45R/B220,

PerCP konjugiert

Maus anti-Katze CD13

Maus anti-Katze CD13, APC konjugiert
Maus anti-Katze CD13, Biotin konjugiert
Sekundarantikorper:

Ziege anti-Katze IgG,
Meerrettichperoxidase konjugiert

Ziege anti-Maus IgG, Cy3 konjugiert

2.12 Verbrauchsmaterialien
BioMax Filme

Einkanalpipetten

2 pl, 10 pl, 20 pl, 200 pi, 1000 pl
Elektroporationskivetten
Gewebekulturplatten, -schalen
Handschuhe (Rotiprotect®, Latex, Nitril)
Kryordhrchen

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen aerosolresistent,
nukleasefrei

Reaktionsgefalie

Zellkulturflaschen

BD Pharmlingen

beschrieben in Hohdatsu et al., 1998
Reinhard Maier, KSSG Schweiz
Reinhard Maier, KSSG Schweiz

Dianova

Dianova

Kodak
Biohit, Gilson

Molecular Bioproducts
Falcon

Roth

Nalgene

Biozym

Nerbe

Eppendorf, Falcon BD

Falcon
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3 Methoden

3.1 Methoden zur Praparation von DNA

3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient zur Vervielfaltigung von DNA. Dazu mussen die
flankierenden Sequenzen der Ziel-DNA bekannt sein. Durch Hitzedenaturierung bei
94°C fur 2 min wird die DNA zunachst in ihre Einzelstrdnge zerlegt. Die im
Uberschuss zugegebenen Oligonukleotid-Primer lagern sich dann bei einer
spezifischen Annealing-Temperatur an die Enden der Template-DNA an. Die
Annealing-Temperaturen der Oligonukleotid-Primer sind abh&angig von Basen-
zusammensetzung und Lange der Oligonukleotide. Die Annealing-Temperatur liegt
im typischen Fall 5°C unter dem Schmelztemperatur (temperature of melting, Tm)-
Wert der verwendeten Primer.

Als Faustregel gilt: Tm = (A+T) 2°C + (G+C) 4°C

Die Annealing-Temperatur lag in dieser Arbeit zwischen 55°C und 60°C. Durch eine
Temperaturerhdhung auf 72°C wird das Aktivitdtsoptimum der eingesetzten
Polymerase erreicht. Von den Primern ausgehend verlangert die Polymerase in 5'-
Richtung den gewlinschten DNA-Abschnitt mit Hilfe der im Ansatz enthaltenen
Desoxyribonukleotidtriphosphate (ANTPs) (Elongation). Dieser Prozess wird zyklisch
wiederholt, sodass das gewlnschte DNA-Fragment exponentiell vervielfaltigt wird.
Fur die Amplifizierung von PCR-Fragmenten bis 4 kb wurde in dieser Arbeit die Taqg-
DNA-Polymerase eingesetzt. Diese eignet sich jedoch nicht fur die Amplifizierung
grolBerer (> 4 kb) PCR-Fragmente. Hierzu wurde das ,Expand Long Template
System*® von Roche nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Standardmafig wurde
die PCR-Reaktion wie folgt angesetzt (50 pl Reaktionsvolumen):

10 x PCR-Puffer 5,0 pl Reaktionsbedingungen

dNTP-Mix 0,5 pl Denaturierung 94°C 2 min

Primer forward (F) 0,5 ul Denaturierung 94°C 30 sec

Primer reverse (R) 0,5 ul Annealing 55-60°C 30 sec 25-30 x
DNA-Template 2,5 ul Elongation 72°C 1 min/kb
Tag-Polymerase 0,3 ul Elongation 72°C 5 min

H2Opigest 40,7

40



METHODEN

3.1.2 Ortsgerichtete Mutagenese

Bei der ortsgerichteten Mutagenese werden Mutationen (Deletionen, Insertionen etc.)
in doppelstrangige DNA-Vektoren mit Hilfe der Pfu-DNA-Polymerase eingefugt. Fur
jede Mutagenese wurden zwei komplementéare Oligonukleotid-Primer hergestellt, die
die gewiinschte Mutation enthielten. Diese Primer sind in der Regel 30-40 bp lang,
da sich zu beiden Seiten der Mutation noch etwa 15 Basen Matrizen-homologe
Sequenz befinden sollten; der GC-Gehalt sollte tUber 40% und die Schmelz-
temperatur (Tm) oberhalb von 78°C liegen. Die Primer wurden in einer PCR-
Reaktion mit dem Wildtyp (WT)-Plasmid als Matrize eingesetzt, in deren Verlauf das
gesamte Plasmid mit der gewlnschten Mutation amplifiziert werden konnte. Fir die

Synthese der mutagenen DNA wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

10 x Pfu-Puffer 5,00 pl Reaktionsbedingungen

dNTP-Mix 1,00 pl Denaturierung 95°C 30 sec

Primer (F) 1,25 pl Denaturierung 95°C 30 sec

Primer (R) 1,25 ul Annealing 55°C 1 min 12-18 x
DNA-Template 1,50 pl Elongation 68°C 1 min/kb
Pfu-Polymerase 1,00 pl Elongation 68°C 5 min

H2Opidest 39,00 pl

Anschlielend wurde die Matrizen-DNA durch einen einstiindigen Dpnl-Verdau bei
37°C abgebaut und die neusynthetisierte DNA in E. coli-HB101-Zellen transformiert
(siehe Kapitel 3.3.2.2).

3.1.3 Reinigen von DNA

3.1.3.1 Phenol-Chloroform-Extraktion mit Ethanolprazipitation

Die Phenol-Chloroform-Extraktion dient der Entfernung von Proteinen aus
nukleinsaurehaltigen Lésungen. Das Verfahren beruht auf den unterschiedlichen
Loslichkeiten der zu extrahierenden Substanzen in einer zweiphasigen Emulsion. Der
zu reinigenden DNA wurde ein aquivalentes Volumen an Phenol zugegeben,
gemischt und zur Phasentrennung fur 4 min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die

Proteine wurden dabei denaturiert und reicherten sich in der unteren, organischen
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Phase an. Die obere, wassrige Phase, in der sich die DNA befand, wurde
abgenommen, in ein neues Eppendorf-Réhrchen Uuberfihrt und mit einem
aquivalenten Volumen an Chloroform versetzt. Der Ansatz wurde gemischt und
erneut unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde
wieder abgenommen, in ein neues Eppendorf-Réhrchen Uberfihrt und die DNA mit
2,5 Volumina 100% Ethanol geféllt. Die ausgefallene DNA wurde nach der
Zentrifugation mit 70% Ethanol gewaschen und anschlie3end in einem Volumen von

50 pl H2Opigest aufgenommen.

3.1.3.2 Aufreinigen von DNA-Fragmenten

DNA-Produkte aus PCR-Reaktionen und DNA-Fragmente aus enzymatischen
Reaktionen wurden mit dem ,QIlAquick PCR Purification Kit* von Qiagen nach
Angaben des Herstellers von Primern, Nukleotiden, Enzymen und Salzen befreit. Die
Reinigung beruht auf der Bindung der Nukleinsduren in Gegenwart hoher
Salzkonzentrationen an eine Silicamembran, wahrend Kontaminanten die Membran

passieren.

3.1.3.3 Gelextraktion

Bei der Gelextraktion wurden die DNA-Banden im Agarosegel unter UV-Licht sichtbar
gemacht und mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Isolierung und das Aufreinigen
elektrophoretisch aufgetrennter DNA-Fragmente aus Agarosegelen erfolgte unter
Verwendung des ,QIAquick Gel Extraction Kit“ von Qiagen nach Angaben des

Herstellers.

3.1.4 DNA-Isolierung

3.1.4.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien im analytischen Malistab

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Prokaryonten, die im analytischen Mal3stab fur
Restriktionsanalysen, Klonierungs- oder Transformationsexperimente bendtigt wurde,
erfolgte mit dem ,QlAprep Spin Miniprep Kit® von Qiagen nach Angaben des
Herstellers.
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3.1.4.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien im praparativen Mal3stab
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Prokaryonten im praparativen Mal3stab erfolgte

mit dem ,Plasmid Midi Kit“ von Qiagen nach Angaben des Herstellers.

3.1.4.3 Isolierung von DNA (Vaccinia Virus) aus eukaryontischen Zellen im
analytischen Mal3stab

Fur die Isolierung von genomischer DNA verschiedener Vaccinia Viren wurden
infizierte CV-1-Zellen aus einer 6-Loch-Platte mechanisch von der Oberflache
entfernt und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 200 pl Proteinase-K-Puffer,
200 pl H,O sowie 4 pl Proteinase-K (10 mg/ml) resuspendiert. Anschliel3end wurde
das Gemisch bei 55°C fur zwei Stunden inkubiert. Die DNA-Reinigung erfolgte tUber
Phenol-Chloroform-Extraktion mit Ethanolprazipitation (siehe Kapitel 3.1.3.1).

3.1.4.4 Isolierung von DNA (Vaccinia Virus) aus eukaryontischen Zellen im
praparativen Mal3stab

Um eine groRere Menge genomischer DNA verschiedener Vaccinia Virus Klone fur
die in vitro Transkription (siehe Kapitel 3.4.4) zu gewinnen, wurde die Isolierung von
Vaccinia Virus DNA aus infizierten BHK-21-Zellen im praparativen MalRstab
angewandt. Dabei wurden die mit Vaccinia Virus infizierten BHK-21-Zellen aus
fiinfzehn Zellkulturflaschen (Oberflache 150 cm?) gewonnen und fiir 5 min bei 3200
rpm und 4°C pelletiert. Das Zellpellet wurde in 8 ml kaltem Puffer A (10 mM Tris-Cl,
pH 9.0; 1mM EDTA) resuspendiert und die Zellen mit einem auf Eis gekihlten
Glashomogenisator aufgeschlossen. Um die Zelltrimmer zu entfernen, wurde das
Virus-haltige Homogenisat in einer Kuhlzentrifuge fir 5 min bei 3000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Da die Vaccinia Viren stark zellgebunden sind, wurde zu dem
Uberstand 0,25% w/v Trypsin gegeben und fiir 45 min bei 37°C in einem Wasserbad
inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Reinigung der Viruspartikel mittels Saccharose-
Dichtezentrifugation. Dafir wurden in einem Ultrazentrifugenréhrchen 18 ml gektihite
36%ige Saccharose vorsichtig mit der Virussuspension Uberschichtet. Die
Ultrazentrifugation erfolgte mit einem SW28-Rotor fir 80 min bei 13500 rpm und 4°C.
Nach der Zentrifugation waren die Viruspartikel sedimentiert; der Uberstand wurde
verworfen, das Sediment in 1,4 ml Puffer A aufgenommen und auf sieben Eppendorf-
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Rohrchen a 200 pl aufgeteilt. Zu jedem Rohrchen wurden 20 ul 10 x DNase-Puffer
und 2 pl DNAse gegeben, vorsichtig Uber Kopf geschwenkt und fir 20 min bei 37°C
inkubiert. Durch Zugabe von EDTA und einer 10-minutigen Inkubation bei 65°C
wurde die DNase inaktiviert. Um die Vaccinia Virus DNA zu isolieren erfolgte im
Anschluss ein Proteinase-K-Verdau; 220 ul Proteinase-K-Puffer sowie 4 ul des
Enzyms Proteinase-K wurden zu den sieben Rohrchen pipettiert und fur zwei
Stunden bei 55°C inkubiert. Die DNA-Reinigung erfolgte Uber Phenol-Chloroform-
Extraktion mit Ethanolprazipitation (siehe Kapitel 3.1.3.1).

3.1.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die GroRRenauftrennung von Nukleinsauren erfolgte Gber eine Agarose-Horizontal-
Gelelektrophorese. Die Agarosekonzentration wurde in Abhangigkeit von den zu er-
wartenden Fragmentlangen zwischen 1,5 und 2,0% (w/v) gewahlt. Die ent-
sprechende Agarosemenge wurde in 1 x TAE-Puffer aufgekocht, abgekihlt und in
horizontale Flachgelapparaturen mit aufgesetztem Kamm gegossen. Nach Erstarren
der Agaroseldésung wurde der Kamm entfernt und das Gel in einer mit TAE-Puffer
gefullten Flachbettkammer beladen, wobei die Proben zuvor mit 1/5 Volumen
Probenpuffer versetzt wurden. In die Kammer wurden anschlieBend 4-8 ul
Ethidiumbromid gegeben. Zur GroRenbestimmung der Nukleinsaurefragmente
wurden jeweils 10 pl eines Molekulargewichtsmarkers aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 110 Volt/400 mA. Ethidiumbromid
interkaliert in Nukleinsduren und lasst sich im UV-Licht zu einer spezifischen
Fluoreszenz anregen (Waring, 1965). Dadurch konnten die Nukleinsaurefragmente
im UV-Durchlicht bei einer Wellenlange von 245 nm durch die Fluoreszenz des
eingelagerten Ethidiumbromids optisch wahrgenommen und mit einer Gel-

dokumentationsanlage photographisch dokumentiert werden.

3.1.6 Photometrische Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren
Die DNA- bzw. RNA-Konzentration wurde photometrisch Uber die Messung der
Extinktion bei einer Wellenlange von 260 nm in einer Quarzkivette bestimmt. Die

Messung von H,Oyiqest diente der Bestimmung des Nullwertes, gegen den gemessen
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wurde. Da 1 OD2eo etwa 50 pg/ml DNA bzw. 40 pug/ml RNA entspricht, kann durch
folgende Formeln aus der OD260 die Konzentration der Losung kalkuliert werden:
DNA-Konzentration (ug/ml) = Messwert OD260 x Verdunnungsfaktor x 50
RNA-Konzentration (ug/ml) = Messwert OD260 x Verdunnungsfaktor x 40

3.1.7 DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierungen von DNA-Proben wurden durch die Firmen Qiagen, Agowa

und Seqlab vorgenommen.

3.2 Methoden zur Klonierung von DNA

3.2.1 Restriktion

Das Schneiden der DNA erfolgte mit sequenzspezifischen Restriktions-
endonukleasen. Die enzymatischen Reaktionen wurden in den fur die jeweiligen
Enzyme vom Hersteller vorgegebenen Puffern durchgefihrt und entsprechende

Inkubationsbedingungen gewahlt.

3.2.2 Dephosphorylierung

Um eine Religation in Ligationsansatzen zu vermeiden, wurden die 5’-Enden der
Vektor-DNA dephosphoryliert. Hierzu wurde nach der Restriktion die zu
dephosphorylierende DNA mit 1,5 ul alkalischer Phosphatase versetzt und fir 10 min
bei 37°C inkubiert.

3.2.3 Ligation

Bei der Ligation katalysiert die T4-Ligase die Ausbildung von Phosphodiester-
bindungen zwischen einer freien 5’-Phosphatgruppe und einer benachbarten
3’-Hydroxylgruppe, wodurch DNA-Fragmente mit glatten oder Uberstehenden Enden
miteinander verknupft werden. Zur Klonierung aufgereinigter PCR-Produkte wurde
das pGEM-T Kit von Promega nach Angaben des Herstellers verwendet. In diesem
Fall beruhte die Ligation auf dem Prinzip der Aneinanderlagerung von A/T-
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Uberhangen der PCR-Produkte mit komplementaren Uberhangen des linearisierten
Vektors. Gerichtete Klonierungen wurden in einem Gesamtansatz von 20 yl nach
Zugabe von T4-Ligase und Ligationspuffer Gber Nacht bei 14°C oder nach Zugabe

von Quick Ligase und Ligationspuffer fir 20 min bei RT inkubiert.

3.3 Mikrobiologische Methoden

3.3.1 Stammhaltung und Kultivierung von Bakterien

Vorkulturen bzw. Ubernachtkulturen wurden aus einer Glycerinkultur oder mit einer
Einzelkolonie von einer LB-AMP-Platte in Flissigmedium angeimpft. Die Kultivierung
erfolgte Uber Nacht bei 37°C auf einem Schdttler. Auf LB-AMP-Platten konnten die
E. coli-Zellen fur 4-6 Wochen bei 4°C gelagert werden. Die langerfristige Lagerung
von Bakterienkulturen erfolgte in Glycerinkulturen. Hierzu wurden 800 pl einer
Ubernachtflissigkultur mit 200 ul autoklaviertem Glycerin (80-100%) versetzt und bei
-70°C gelagert. Die optische Dichte einer Flissigkultur wurde bei einer Wellenlange
von 600 nm (ODeoo) im Spektralphotometer gemessen und diente als Mal3 fur das

Zellwachstum.

3.3.2 Transformation von Bakterien

3.3.2.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung kompetenter Zellen wurde eine Ubernachtkultur von HB 101 oder JM
109 E. coli-Zellen 1:100 in 100 ml LB-Medium verdiinnt und bis zu einer ODggo von
0,5 bei 37°C inkubiert. Nach einer 10-minutigen Inkubation der Zellen auf Eis wurden
diese anschlieRend in FalcongefalRen fir 10 min bei 3000 rpm und 4°C zentrifugiert
und das Bakterienpellet vorsichtig in 30 ml kalter 80 mM CaCl,-Lésung
resuspendiert. Nach einer Inkubation von 10 min auf Eis wurde das Pellet nach
erneuter Zentrifugation fir 10 min bei 3000 rpm und 4°C vorsichtig in 4 ml kaltem
100 mM CaCl, + 20% Glycerol resuspendiert. Nach dem Aliquotieren war die
Lagerung bei -70°C moglich.
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3.3.2.2 Transformation durch Hitzeschock

Die Transformation von E. coli (Hanahan, 1983) erfolgte mittels Hitzeschock, wobei
kompetente Zellen einer Temperatur von 42°C ausgesetzt wurden, um die
Bakterienmembran fur die Fremd-DNA permeabel zu machen. Fir die Trans-
formation wurden pro Transformationsansatz 100 pl kompetente E. coli (HB101 oder
JM 109)-Zellen auf Eis aufgetaut, mit 10 pl des Ligationsansatzes versetzt und fur
30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte fir eine Minute der Hitzeschock.
Danach wurde der Ansatz sofort fur 3-5 min auf Eis gestellt, mit 500 ul SOC-Medium
versetzt und fur eine Stunde bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen fir 3 min bei 3000 rpm pelletiert. Nach Abnahme von 500 pl des
Uberstands wurde das Zellpellet in den verbliebenen 100 yl Medium resuspendiert,
auf einer LB-Amp-Platte ausgestrichen und die Platte mit der Bakterienseite nach
unten Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Nach der Transformation von Ligationsansatzen
aus PCR-Klonierungen wurden vor dem Ausstreichen der transformierten Bakterien

die LB-Amp-Agarplatten zur Blau/Weil3-Selektion mit 40 pl X-Gal bestrichen.

3.4 Arbeiten mit RNA

3.4.1 RNA-Isolierung aus Zellen

Die Isolierung von Total-RNA aus Zellen erfolgte mit dem ,RNeasy Mini Kit* und mit
dem ,QlAshredder von Qiagen nach Angaben des Herstellers. Aufgrund der
Polyadenylierung der genomischen und subgenomischen coronaviralen RNAs an
ihrem 3‘-Ende wurde die mRNA-Isolierung mit dem ,Oligio(dT)-Dynabeads Kit“ von

Dynal nach Angaben des Herstellers durchgefthrt.

3.4.2 RNA-Isolierung aus Plasma, Serum, Urin oder Zellkulturmedium
Die Isolierung von Total-RNA aus Plasma, Serum, Urin oder Zellkulturmedium
erfolgte mit dem ,QlAamp Viral RNA Mini Kit* von Qiagen nach Angaben des

Herstellers.
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3.4.3 Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)
Bei der RT-PCR wird erst aus einer beliebigen RNA cDNA synthetisiert und diese
anschlieend als Template fur eine PCR verwendet. Fir RT-PCR-Produkte kleiner

als 4 kb wurde das folgende Protokoll benutzt:

Reaktionsbedingungen
Start-Mix 0,5 yl Primer (R) Denaturierung 93°C, 3 min
8,5 ul H,O dd Abkuhlung 4°C, 2 min
2,5 ul Proben-RNA

Reaktionsbedingungen
RT-Mix 8,00 ul Puffer A cDNA Synthese  42°C, 30 min
0,25 ul RNase Inhibitor Enzymdenaturierung 94°C, 2 min

0,25 ul Reverse Transkriptase

Reaktionsbedingungen

PCR-Mix 19,3 pl H,O dd 30 Zyklen
10,0 pl Puffer B Denaturierung 94°C, 30 sec
0,5 ul Primer (F) Annealing 55-60°C, 30 sec
0,2 pl Tag-Polymerase Elongation 72°C, 1 min/kb

abschlieRende Elongation 72°C, 5 min

Fur RT-PCR-Produkte grof3er als 4 kb wurde die RNA mit dem ,Expand Reverse
Transcriptase Kit“ von Roche nach Angaben des Herstellers revers transkribiert. Fir
die anschlieRende Amplifizierung der cDNA wurde das ,Expand Long Template PCR
System Kit“ von Roche verwendet (siehe Kapitel 3.1.1).

3.4.4 In vitro Transkription

Fur die in vitro Transkription wurde das ,RiboMAX™ Large Scale RNA Production
System-T7 Kit* von Promega verwendet. Als Ausgangsmaterial dienten 20 pyl mit
Clal verdaute Vaccinia Virus DNA nach Phenol-Chloroformreinigung (siehe Kapitel

3.1.3.1). Standardmalfiig wurde der in vitro Transkriptionsmix wie folgt angesetzt:
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3,75 ul ATP, CTP, UTP
0,7 ul GTP
5,0 ul Cap-Analogon (30 mM m7G(5’)ppp(5’)G)
10,0 ul 5 x T7-Transkriptionspuffer
1,0 ul Human Placenta RNase Inhibitor Out 40 U/ul
5,0 ul T7-Enzymmix

Die Reaktion wurde fir 2 h bei 30°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von
2 ul DNase, um die restlichen Vaccinia Virus DNA zu entfernen. Von der RNA wurde
1 ul auf ein 1%iges formaldehydhaltiges Agarosegel aufgetragen, um das Transkript
nachzuweisen und die Qualitat zu kontrollieren. Nach der Gelanalyse wurde die
gesamte Menge an RNA in BHKgcov-n-Zellen elektroporiert (siehe Kapitel 3.6.6.2).

3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Zelllyse
Vor der Zelllyse wurde das Medium von den Zellen abgenommen und die Zellen mit
PBS gewaschen. Anschliel3end erfolgte die Lyse in 2% Natriumdodecylsulfat (SDS).

3.5.2 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ermoglicht es, Proteine im elektrischen Feld nach ihrer GroR3e
aufzutrennen. Durch das anionische Detergenz SDS werden die Proteine denaturiert
und proportional zu ihrer Grol3e mit negativen Ladungen versehen. Die negativ
geladenen Proteine wandern im elektrischen Feld zur positiven Elektrode. Ein
vorgeféarbter Marker, der Proteine bekannter Gréf3en enthélt und ebenfalls auf das
Gel aufgetragen wird, ermdglicht spater eine GrolRenabschatzung. Fiur die
Untersuchung des N-Proteins von felinen Coronaviren (ca. 400 AS) wurde das
Trenngel mit einem Acrylamid-Anteil von 10% in Gelpuffer und das Sammelgel mit
4% in Gelpuffer angesetzt. Die zu analysierenden Proben wurden fir 5 min bei 95°C
denaturiert und anschlielend auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte in vertikalen Elektrophoreseapparaturen bei 80 V wahrend der

Passage durch das Sammelgel und bei 120 V wéahrend der Passage durch das
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Trenngel. Im Anschluss an die Elektrophorese wurde das Trenngel im Western Blot

eingesetzt.

3.5.3 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode, bei der Proteine mittels eines elektrischen Feldes
von einem Gel auf eine Nitrozellulose-Membran Ubertragen werden. Die Proteine
sind dann auf der Nitrozellulose-Membran immobilisiert und spezifische Antikorper
kénnen an das gesuchte Protein binden. Der Transfer wurde bei 77 V fur 54 min bei
4°C in einer Nassblotkammer durchgefiihrt. AnschlieRend wurden unspezifische
Bindungsstellen mit 4% Milchpulver fur 30 min bei 4°C blockiert. Es erfolgten ein
Waschschritt, die Zugabe des primaren Antikérpers und eine einstiindige Inkubation
bei RT. Nach einem 30-minutigen Waschschritt mit dreimaligem Wechsel des
Waschpuffers erfolgte eine 45-minltige Inkubation mit dem sekundéaren Antikorper
bei RT. Der anschlieBende Waschschritt mit erneut dreimaligem Wechsel des
Waschpuffers wurde eine Stunde bei RT durchgefuhrt und der Blot danach
entwickelt. Zur Darstellung des Signals wurden BioMax Filme bei Belichtungszeiten

von 30 sec bis 20 min verwendet.

3.6 Zellbiologische Methoden

Alle Zellkulturarbeiten fanden unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheits-

werkbank statt.

3.6.1 Kultivierung von Saugetierzellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Zellkulturschalen mit 10 cm Durchmesser oder
in Zellkulturflaschen (Oberflache 150 cm?) bei 37°C, 5% CO; und 96% relativer Luft-
feuchtigkeit in einem Brutschrank. Zur Vermehrung wurden die Zellen zweimal pro
Woche mit einer Trypsin-Losung von der Kulturschale abgel6st und in geeigneten
Verdinnungen in frischem Medium ausgeséat. Allen Medien wurde 1 ml
Penicillin/Streptomycin  und 10% fotales Kalberserum (FKS) zugesetzt. Die

verwendeten Zelllinien sowie Medien und Zusétze sind in Tabelle 3.1 aufgefihrt.
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Tab. 3.1: Ubersicht der Zelllinien und ihrer Medien und Zusétze

Zelllinie Medien und Zuséatze

FCWE-4, Katzenfetenzelllinie CCM-34

BHK-21, Babyhamsternierenzelllinie CCM-34

BHKEcov-n, Babyhamsternierenzelllinie CCM-34 + G418 (50 mg/ml) + Puromycin
(2 mg/ml)

CV-1, Affennierenfibroblastenzelllinie MEM Eagle

D980OR, humane HeLa-Zelllinie MEM Eagle

3.6.2 Kryokonservierung von Zellen

Fur die Konservierung von Zellen wurden Zellen aus einer Zellkulturschale abgeldst
(siehe Kapitel 3.6.1), in 4,5 ml Einfriermedium aufgenommen und auf Kryoréhrchen
verteilt. Diese wurden zunachst in einem Einfriergerat (,Mr. Frosty“, Nalgene) auf
-70°C heruntergekuhlt und nach 24 Stunden in flissigen Stickstoff Gberfuhrt.
Eingefrorene Zellen wurden schnell aufgetaut, in Kulturmedium aufgenommen und in

KulturgeféalRe ausgesat.

3.6.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl lebender Zellen wurde der Zellrasen trypsiniert
(siehe Kapitel 3.6.1). Die Bestimmung erfolgte mit Hilfe des Trypanblau-Exklusions-
tests, bei dem tote Zellen den Farbstoff aufnehmen und dadurch blau angeféarbt
werden. Die Zellsuspension wurde 1:10 mit Trypanblau-Lésung vermischt und die
lebenden Zellen in vier Gro3quadraten einer Fuchs-Rosenthal-Kammer (Diagonale)
unter einem Invertmikroskop ausgezéhlt. Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte nach
folgender Formel:

n xV x 1250 = Zellzahl/ ml

(n = Anzahl der Zellen in vier GroRquadraten, V = Verdiunnungsfaktor).
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3.6.4 Farbung adhéarenter Zellen mit Kristallviolett

Um einen zytopathischen Effekt (ZPE) in Zellkulturen makroskopisch sichtbar zu
machen, wurden adharente Zellen mit Kristallviolett angefarbt. Dazu wurden die
Zellen nach dem Entfernen des Mediums fir 20 min bei 4°C mit einer 2%igen
Paraformaldehydlosung fixiert. Anschlielend wurde das Paraformaldehyd entfernt,
die Zellen vorsichtig einmal mit PBS gewaschen und fir 10 min mit einer
Kristallviolettlosung bei RT gefarbt.

3.6.5 Infektion von Zellen

Fur die Infektion von Zellen wurde der Zellkulturiiberstand von nicht-infizierten Zellen
abgenommen und die Zellen mit Medium ohne FKS gewaschen. Die Infektion der
Zellen erfolgte jeweils mit einer definierten Menge an Virussuspension unbekannten
Titers fur eine Stunde im Brutschrank bei 37°C. AnschlieRend wurde die
Virussuspension abgenommen, durch frisches Medium mit FKS ersetzt und der
jeweilige Ansatz fur 24-72 h bei 37°C inkubiert. Bei der Verwendung von
Virussuspensionen mit bekanntem Titer zur Infektion von Zielzellen wurde ein
bestimmtes Verhaltnis von Virus zu Zelle verwendet.

Die multiplicity of infection (MOI) wurde nach folgender Formel errechnet:

ml Virussuspension x Virustiter/ml

Zellzahl

Fur die Infektion wurde die entsprechende Virussuspension in Medium ohne FKS

verdinnt, auf die Zellen gegeben und fur eine Stunde bei 37°C inkubiert.

3.6.6 Transfektion von RNA und DNA in S&augetierzellen

3.6.6.1 Chemische Transfektion
Fir die chemische Transfektion wurden CV-1-Zellen in eine 6-Loch-Platte ausgesat
und nach 24 h mit dem rekombinanten Vaccinia Virus fir 2 h bei 37°C infiziert.

Wahrend der Infektion wurden zwei Rohrchen mit je 250 pl Transfektionsmedium
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(Opti-MEM von Gibco) vorbereitet. Zu einem Rohrchen wurden 10 ul Lipofectamine
2000 pipettiert und fur 5 min bei RT inkubiert, zu dem anderen Réhrchen wurden ca.
4 pg der zu transfizierenden Plasmid-DNA hinzugefiigt. Nach Ablauf der 5 min
wurden die Inhalte der beiden Réhrchen vorsichtig gemischt und fir 30-120 min bei
RT inkubiert. Nach der zweistindigen Infektion wurde das Medium von den infizierten
CV-1-Zellen abgenommen, durch das Transfektionsmedium plus den Transfektions-
ansatz ersetzt und fur 5-6 h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend erfolgten ein
Mediumwechsel mit MEM-Medium und eine Inkubation der transfizierten Zellen fur
48-72 h im Brutschrank. Der Ansatz konnte dann fir die Positiv- oder
Negativselektion von rekombinanten Vaccinia Viren verwendet werden (siehe Kapitel
3.7.3.1 und 3.7.3.2). Dafur wurden die Zellen nach der Infektion/Transfektion von der

Oberflache geldst und in 600 pl Medium aufgenommen.

3.6.6.2 Physikalische Transfektion

Fur das Einbringen von in vitro transkribierten rekombinanten FCoV-RNAs
genomischer Lange in BHKgcov-n-Zellen wurde die Methode der physikalischen
Transfektion angewendet. Dabei wurden die BHKgcov-n-Zellen, die am Tag zuvor mit
Doxycyclin in einer Endkonzentration von 1 pg/ml induziert wurden, von der
Zellkulturschale abgelést (siehe Kapitel 3.6.1), fir 4 min bei 3200 rpm pellettiert und
zweimal mit PBS gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen in 300 ul PBS
aufgenommen und in eine auf Eis gekihlte Elektroporationskuvette pipettiert. Zu den
Zellen wurden ca. 4 uyg RNA gegeben. Die Elektroporation erfolgte durch 2 Pulse bei
330 V, 1000 yF und 70 Q. Die Zellen wurden in eine Zellkulturschale gegeben und
mit FCWF-4-Zellen fur 48-72 Stunden bei 37°C kokultiviert.

3.6.7 Zellisolierung

3.6.7.1 Isolierung von peripheren mononukledren Zellen (peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) aus Blut

Die Isolierung von PBMC aus dem Gesamtblut einer Katze erfolgte mittels
Dichtegradientenzentrifugation tber einen Ficoll-Paque-Gradienten. Dazu wurde das
Blut mit EDTA versetzt und vorsichtig unverdinnt oder mit PBS verdunnt auf Ficoll-
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Pague geschichtet. Das Gemisch wurde fur 25 min bei 500 x g abzentrifugiert.
Erythrozyten und Granulozyten besitzen eine hohere Dichte und werden durch das
Ficoll hindurchzentrifugiert, wahrend mononukledre Zellen (Lymphocyten und
Monozyten) dartber eine Bande bilden und sich an der Grenzschicht sammelin.
Diese Interphase-Schicht wurde geerntet und anschlielend fur 10 min bei 550 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 10 ml PBS resuspendiert
und fur 7 min bei 550 x g zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde wiederholt, das
Pellet anschlieBend in 5 ml RPMI-Medium, dem 10% FKS, 20 mM
B-Mercaptoethanol, 1 mM Natriumpyruvat, 1 mM nichtessenzielle Aminoséuren
sowie 100 U/ml Pen/Strep zugegeben wurden, resuspendiert und die Zellen gezahlt
(siehe 3.6.3). Bei groRerer Verunreinigung mit Thrombozyten erfolgten ein weiterer
Zentrifugationsschritt fur 10 min bei 500 x g sowie eine erneute Zellzahlung. Die
PBMC wurden anschlieBend in Kultur genommen oder direkt fur Infektions-

experimente oder FACS-Analysen verwendet.

3.6.7.2 Isolierung von felinen Monozyten mittels Plastikadharenz

Die Isolierung von Monozyten erfolgte mit Hilfe der Plastikadh&arenz. Dazu wurden
1 x 10° PBMC/ml RPMI-Medium in 48-Loch-Platten ausgesat und fiir zwei Stunden
bei 37°C kultiviert. Von den mononukledaren Zellen adharieren hauptséchlich die
Monozyten an die Oberflache der Zellkulturplatte. Lymphozyten befinden sich in
Suspension und wurden nach Ablauf der Inkubationszeit mit PBS abgespult. Das
Waschen mit PBS wurde zwei- bis dreimal wiederholt und die Monozyten mit RPMI-

Medium versorgt. AnschlieRend wurden sie in Infektionsexperimenten eingesetzt.

3.6.7.3 Isolierung von felinen CD13- und CD14-positiven Zellen

Die Isolierung von felinen CD13-exprimierenden Zellen aus einer PBMC-Suspension
erfolgte mit dem Kit ,MACS Anti-Biotin MicroBeads“ von Miltenyi Biotec nach
Angaben des Herstellers. Zuvor wurden PBMC wie in 3.6.7.1 beschrieben isoliert, fur
6 min bei 500 x g pelletiert und in 80 ul MACS Puffer resuspendiert. Zu den Zellen
wurde ein muriner anti-CD13-Antikorper, Biotin konjugiert gegeben und fir 5 min bei
4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden zu dem Ansatz 5 ml MACS Puffer
hinzupipettiert und fur 10 min bei 500 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 80 ul
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MACS-Puffer resuspendiert, mit 20 pl MACS anti-Biotin MicroBeads versehen und
fur 15 min bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 2 ml MACS Puffer
gewaschen, fir 10 min bei 500 x g abzentrifugiert und auf die vorbereiteten Saulen,
die sich in einem magnetischen Feld des MACS-Separators befanden, gegeben.

Mit dem Kit ,MACS CD14 MicroBeads* von Miltenyi Biotec erfolgte die Isolierung von
felinen CD214-positiven Zellen aus der PBMC-Suspension nach Angaben des
Herstellers. PBMC wurden auch hier wie in 3.6.7.1 beschrieben isoliert, fir 6 min bei
500 x g pelletiert und 10’ Zellen in je 80 pl MACS-Puffer resuspendiert. AnschlieBend
wurden pro 10’ Zellen 20 pl anti-CD14 MicroBeads hinzupipettiert, der Ansatz
vorsichtig geschwenkt und fir 15 min bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden mit 2 ml
MACS-Puffer gewaschen, fur 5 min bei 500 x g abzentrifugiert und ebenfalls auf die
vorbereiteten Saulen, die sich in einem magnetischen Feld des MACS-Separators
befanden, gegeben.

Die Isolierung der gewilinschten Zellen beruhte auf ihrer magnetischen Markierung
mit den anti-Biotin MicroBeads oder mit den anti-CD14 MicroBeads, wodurch sie in
der Saule zurtckgehalten wurden, wahrend die unmarkierten Zellen durchflossen.
Sobald die Saule nach dreimaligem Waschen mit 3 ml MACS-Puffer aus dem
magnetischen Feld entfernt wurde, konnten die magnetisch zurtickgehaltenen Zellen
mit 500 pl MACS-Puffer als positiv selektierte Fraktion eluiert werden. Diese Fraktion
wurde mit 5 ml MACS-Puffer gewaschen, fir 5 min bei 500 x g zentrifugiert und in
5 ml RPMI-Medium resuspendiert. Die Zellen wurden gezahlt und in Infektions-

experimenten sowie FACS-Analysen eingesetzt.

3.6.8 Zellanalyse

3.6.8.1 Fluoreszenzzytometrie

Fur die quantitative Bestimmung und die Untersuchung der physikalischen und
molekularen Eigenschaften von verschiedenen Zell-Subpopulationen wurde ein
fluoreszenzaktivierter Zellsorter (fluorescence activated cell sorting, FACS)
verwendet. Grundlage der Fluoreszenzzytometrie ist eine Antigen-Antikdrper-
Reaktion, die mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikbrpern nachgewiesen wird.
Bei der Messung werden die Zellen unter Druckluft durch eine Stahlkapillare
gedriickt, wodurch ein feiner Flussigkeitsstrahl mit vereinzelten Zellen in bestimmten
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Abstanden entsteht. Alle Tropfen gelangen in eine Messkammer, in der sie einen
fokussierten Laserstrahl passieren. Dabei kommt es an den Zellen zu einer
Lichtstreuung und die gebundenen Farbstoffe werden zur Fluoreszenz angeregt.
Photodetektoren messen zum einen die Lichtstreuung, zum anderen das emittierte
Fluoreszenzlicht der Antikdrper-gekoppelten Fluorophore. Die Lichtstreuung liefert
Informationen Uber die Grolle und die Granularitat der Zelle. So streuen
Granulozyten, die eine raue Oberflache und in ihrem Inneren viele Vesikel haben,
deutlich mehr Licht als die glatten B- oder T-Zellen. Das Licht wird nicht in alle
Richtungen gleichmaRig gestreut; der gréf3te Teil der Streuung erfolgt entlang des
einfallenden Lichtstrahls nach vorne, es wird daher als Vorwartsstreulicht (forward
scatter, FSC) bezeichnet und dient zur Analyse der ZellgroRBe. Das
Seitwartsstreulicht (sideward scatter, SSC) ist ein Mal3 fur die Brechung des Lichts
im rechten Winkel, die von der Granularitat der Zelle, der Gro3e und Struktur ihres
Zellkerns und der Menge der Vesikel in einer Zelle beeinflusst wird. Mit diesen
beiden Parametern lassen sich zum Beispiel die Zellen des Blutes bereits ungefarbt
recht gut unterscheiden (Abb. 3.1).

Granulozyten |

SSC (Side Scatter) [Grnuartat |

 Monozyten |
= L_Toncgven |
Lymphozy(;r;;l _ FSC (Forward Scatter) | Grote |

http://www.antikoerper-online.de/resources/17/607/Durchflusszytometrie+FACS+Messprinzip++Aufbau/

Abb. 3.1: Schematische Darstellung von ungeférbten Zellen anhand der Lichtstreuung
Grol3e Zellen befinden sich rechts in der Abbildung. Granuldare Zellen befinden sich oben. Grol3e
Zellen mit hoher Granularitéat (z.B. Granulozyten) sind demnach rechts oben zu finden, wahrend

kleinere, glatte Zellen links unten angezeigt werden.

Die Fluoreszenz ermdglicht Aussagen Uber die Bindung der markierten
monoklonalen Antikdrper und damit Gber die Expression der Oberflachenproteine

(z.B. Proteine der CD-Klassifizierung; CD = cluster of differentiation) in jeder Zelle.
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Die erhaltenen Messergebnisse werden anschlieRend mit Hilfe der Geratesoftware
graphisch dargestellt. Bei der Datenauswertung konnen Zellen, die bei einer
Parameterkombination in einem definierten Wertebereich liegen, durch Setzen eines
Filters (Gate) selektiv zur Auswertung kommen. So werden z.B. Lymphozyten
anhand ihrer charakteristischen Grof3e und Granularitdt im Vorwarts-Seitwarts-
Streulicht erkannt und elektronisch ausgefiltert. Eine genauere Diskriminierung wird
moglich, wenn mehrere Filter gleichzeitig angewendet und Streulicht- und
Fluoreszenzeigenschaften miteinander korreliert werden. Werden die Zellen mit
mehreren Antikdrpern gefarbt, die mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert sind, wird die Fluoreszenz eines Antikdrpers gegen die eines zweiten
aufgetragen (siehe Abb. 3.2). Voraussetzung dafur ist, dass sich die
Emissionsspektren  der eingesetzten  Fluorophore  deutlich  voneinander
unterscheiden.
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CD14 neg .,
CD80 neg. (%)

http://www.antikoerper-online.de/resources/17/607/Durchflusszytometrie+FACS+Messprinzip++Aufbau/

Abb. 3.2: Schematische Darstellung eines Dot Plots fiir CD14"- und CD80"-Zellen

CD14-positive Zellen sind unten rechts und CD80-positive Zellen sind oben links angesiedelt. Im
oberen rechten Teil der Abbildung sind Zellen, die fir beide Marker positiv sind. Zellen, die fiir beide
Marker negativ sind, befinden sich unten links. Die Fluoreszenzintensitat nimmt von links nach rechts

(x-Achse) bzw. von unten nach oben (y-Achse) zu.

3.6.8.2 Zellfarbung
Fur die Analyse von PBMC im peripheren Blut von verschiedenen specific pathogen
free (SPF)-Katzen mittels Sechskanal-Fluoreszenzzytometrie wurden die

mononukledren Blutzellen mit Fluorescein-lIsothiocyanat (FITC)-, Allophycocyanin
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(APC)-, Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP)- oder Biotin-markierten monoklonalen
Antikérpern (mAbs) gefarbt. Der Nachweis der Biotin-markierten mAbs erfolgte tber
Streptavidin-Phycoerythrin-Cyanin 7 (SA-PC7). Die verwendeten Antikdrper und ihre
Markierung sind in Tabelle 3.2 aufgefihrt.

Tab. 3.2: Ubersicht der verwendeten Antikorper und ihrer Markierung

Antikorper Markierung
anti-CD5 FITC
anti-B220 PerCP
anti-CD13 APC
anti-CD14 Biotin (Nachweis
iiber SA-PC7)

Fur die Farbung wurden ca. 500 000 Zellen eingesetzt. Diese wurden mit 2 ml
MACS-Puffer gewaschen und fiir 6 min bei 500 x g abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Zellen in 50 pl MACS-Puffer resuspendiert. Die markierten
Antikérper wurden in den entsprechenden Verdiinnungen zugegeben und fir 30 min
bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation erfolgten ein erneuter Waschschritt der Zellen
mit 2 ml MACS-Puffer und eine Zentrifugation fir 6 min bei 500 x g. AnschlieRend
wurden die Zellen in 300 pl MACS-Puffer resuspendiert und fir die FACS-Analyse

verwendet.

3.6.8.3 Fluoreszenzzytometrische Analyse der isolierten Zellen

Es wurden jeweils mindestens 50 000 Zellen fluoreszenzzytometrisch analysiert. Die
Analyse erfolgte mit dem Softwareprogramm CellQuest software von BD Bioscience
und wurde von Dr. Reinhard Maier im Kantonspital St. Gallen durchgefihrt. Anhand
charakteristischer Eigenschaften im Vorwarts-/Seitwarts-Streulicht wurden zunachst
das Lymphozyten- und das Monozyten-Gate definiert. Dies ermoglichte eine
selektive Untersuchung der verschiedenen Zellpopulationen. Anhand der
Fluoreszenzeigenschaften wurde ermittelt, welche Zellen positiv fir bestimmte

Oberflachenproteine sind.
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3.7 Arbeiten mit Viren

3.7.1 Titerbestimmung

Fur die Bestimmung des Titers von Wildtyp- und rekombinanten Viren in plaque
forming units pro ml (PFU/ml) wurden FCWF-4-Zellen in eine 12-Loch-Platte
ausgesat. Am nachsten Tag wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit
Medium ohne FKS gewaschen. Von der zu titrierenden Virusldsung wurde eine
Verdinnungsreihe in logie-Stufen in Medium ohne FKS angelegt. Je 1 ml einer
Verdunnungsstufe wurde in jedes Loch der 12-Loch-Platte Uberfuhrt (2-fach
Bestimmung). Nach einer Stunde Inkubation bei 37°C wurde das virushaltige
Medium abpipettiert, die Zellen mit Carboxymethylcellulose (CMC)-Medium-
Mischung Uberschichtet und fiir 48 h bei 37°C inkubiert. Anschliel3end erfolgten die

Auszahlung der Plaques und die Bestimmung der Titer der Viruslésung in PFU/ml.

3.7.2 Wachstumskurven

Fur die Aufnahme einer Wachstumskurve wurden FCWF-4-Zellen in einer 24-Loch-
Platte mit einer bestimmten MOI infiziert (siehe Kapitel 3.6.5). Die Uberstande
wurden je nach Virus in einem Zeitraum von bis zu 60 h alle 6-12 h geerntet, der
Virustiter mit Hilfe einer Virustitration (siehe Kapitel 3.7.1) bestimmt und in seinem

Verlauf graphisch dargestellt.

3.7.3 Selektion von rekombinanten Vaccinia Viren

Fur die Isolierung rekombinanter Vaccinia Viren wurde das GPT-Gen (Guanin-
Phosphoribosyltransferase) von E.coli als Selektionsmarker sowohl fur die Positiv-
(Mulligan und Berg, 1981; Falkner und Moss, 1988) als auch fir die Negativselektion

(Isaacs et al., 1990) verwendet.

3.7.3.1 Positivselektion
Fur die Positivselektion wurden CV-1-Zellen mit dem rekombinanten Vaccinia Virus
infiziert und mit einem Plasmid, das FCoV-Sequenzen upstream und downstream

des GPT-Gens enthalt, transfiziert (siehe Kapitel 3.6.6.2). Bei der Replikation des
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Vaccinia Virus in Gegenwart des Plasmids kann es zur Rekombination zwischen
homologen Abschnitten der beiden DNA-Molekile kommen. Bei einem Doppel-
Crossover wird das GPT-Gen in das Genom des Vaccinia Virus integriert und
gleichzeitig ein FCoV-Sequenzbereich deletiert, der Uber die Wahl der FCoV-
flankierenden Sequenzen im Plasmid vorgegeben war. Die Selektion dieser
rekombinanten Vaccinia Virus Zwischen-Klone erfolgte auf CV-1-Zellen in 6-Loch-
Platten. Nach Zugabe eines Selektionsmediums, das 25 pg/ml Mycophenolsaure
(mycophenolic acid, MPA), 250 pg/ml Xanthin (X) und 15 pug/ml Hypoxanthin (HyX)
enthielt, wurden die Zellen fiir 5-6 h bei 37°C inkubiert und im Anschluss mit 15 pl
des Vaccinia Virus Klons infiziert. MPA ist ein Inhibitor des Purinmetabolismus und
blockiert reversibel die Replikation von Vaccinia Viren. Diese Blockierung kann durch
die Expression des GPT-Gens aufgeboben werden (Abb. 3.3). Nur rekombinante
Vaccinia Viren, die das GPT-Gen integriert haben, kdnnen sich replizieren und bilden
nach 48 h Inkubation Plaques, die im Lichtmikroskop sichtbar sind. Diese wurden mit
Pipettenspitzen mechanisch abgel6st und in 120 pl Medium aufgenommen. Vor
Einsatz dieser Virus-infizierten Zellen fir eine neue Runde der Plaquereinigung
wurde die Suspension dreimal in flissigem Stickstoff eingefroren und anschliel3end
in einem Ultraschallbad aufgetaut. Die Anzahl der Plaquereinigungen belief sich auf
3-4 Runden.

Xanthin

GPT

Vorlaufer

GMP

IMP —f—— XMmP

AMP

Abb. 3.3: Prinzip der Positivselektion

MPA ist ein Inhibitor des Purinmetabolismus. Es inhibiert das Enzym Inosin-Monophosphat-
Dehydrogenase, das Inosin-Monophosphat (IMP) in Xanthinmonophosphat (XMP) umwandelt. Die
Replikation von Vaccinia Viren wird blockiert, da kein Guaninmonophosphat (GMP) gebildet werden
kann. Das GPT-Gen kodiert fir das Enzym Guanin-Phosphoribosyltransferase (GPT), das Xanthin (X)

zu XMP umwandeln kann und die Blockierung der Purinsynthese aufhebt.
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3.7.3.2 Negativselektion

Bei der Negativselektion wurden CV-1-Zellen mit dem rekombinanten Vaccinia Virus
Zwischen-Klon infiziert und gleichzeitig mit einem Plasmid, das FCoV-Sequenzen
upstream und downstream von einer gewinschten Sequenz enthalt, transfiziert
(siehe Kapitel 3.6.6.2). Infolge einer homologen Rekombination zwischen den FCoV-
spezifischen Sequenzen wurde die Sequenz des GPT-Gens ersetzt. Die Selektion
des entstandenen Vaccinia Virus End-Klons erfolgte auf D98OR-Zellen in einer 6-
Loch-Platte. Nach Zugabe eines Selektionsmediums, das 1 pg/ml 6-Thioguanin
(6-TG) enthielt, wurden die Zellen fur 5-6 h bei 37°C inkubiert und im Anschluss mit
15 pl des Vaccinia Virus Klons infiziert. 6-TG ist ein toxisches Nukleotidanalogon,
das bei Vorhandensein des GPT-Gens zu 6-Thioguaninmonophosphat (6-TGMP)
phosphoribosyliert und in die genomische DNA eingebaut wird. Hier wirkt es als
Jfalsches* Nukleotid und interferiert mit der DNA-Replikation. Die Synthese und
Verwertung der Purin-Nukleotide wird inhibiert und der Zellzyklus gestért, was
letztlich zum Zelltod fuhrt. Nur rekombinante Vaccinia Viren, die das GPT-Gen durch
die gewtinschten FCoV-Sequenzen ersetzt haben, kdnnen sich replizieren und bilden
nach 48 h Inkubation Plaques. Diese werden mit Pipettenspitzen mechanisch
abgeldst und in 120 yl Medium aufgenommen. Vor Einsatz der virusinfizierten Zellen
fur eine neue Runde der Plaquereinigung wurde die Suspension dreimal in fliissigem
Stickstoff eingefroren und anschlieBend in einem Ultraschallbad aufgetaut. Die
Anzahl der Plaquereinigungen belief sich auf 3-4 Runden. Ein rekombinanter
Vaccinia Virus End-Klon, der die gewunschten FCoV-Sequenzen besal3, wurde in
BHK-21-Zellen vermehrt und die rekombinante Vaccinia Virus DNA in praparativem
Malfl3stab isoliert (siehe Kapitel 3.1.4.4).

3.7.4 Herstellung von rekombinanten Viren

Die Herstellung rekombinanter FCoVs beruhte auf der genetischen Manipulation des
rekombinanten Vaccinia Virus, das die komplette cDNA-Kopie des Genoms von
Serotyp | FCoV, Stamm Black enthielt (vrekFCoV Black) (Tekes, 2008b). Unter
Nutzung der homologen Rekombination wurden gezielt Mutationen in dieses
rekombinante Vaccinia Virus eingefuhrt. Die DNA-Abschnitte, an denen die
homologe Rekombination zwischen eingebrachter Plasmid-DNA und dem Vaccinia
Virus Genom stattfand, besalRen eine Lange von 200-500 bp. Am 5-Ende der
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rekombinanten FCoV-cDNA-Sequenz befand sich ein T7-Promotor, der fur die in
vitro Synthese der genomlangen FCoV-RNA mit Hilfe der T7-RNA-Polymerase
essenziell war. Die fir die in vitro Transkription verwendete Vaccinia Virus DNA
wurde aus vrekFCoV-infizierten BHK-21-Zellen isoliert (siehe Kapitel 3.1.4.4),
aufgereinigt (siehe Kapitel 3.1.3.1) und anschlieRend an ihrem 3'-Ende mit dem
Restriktionsenzym Clal gespalten, um eine in vitro transkribierte FCoV-RNA mit exakt
definiertem 3°-Ende zu erhalten. Diese RNA wurde anschlieBend in BHKgcov-n-Zellen
elektroporiert (siehe Kapitel 3.6.6.2), wo sie einen kompletten Replikationszyklus
initiierte, der zur Freisetzung infektioser Coronaviren fihrte. Die Herstellung von
rekombinanten FCoVs erfolgte durch Vaccinia Virus vermittelter homologen
Rekombination, bei der das GPT-Gen als Selektionsmarker diente (Positiv- und
Negativselektion, siehe Kapitel 3.7.3.1 und 3.7.3.2). So wurde vorab ein
rekombinantes Vaccinia Virus hergestellt (vrekFCoV A1b, S, 3abc), das bereits den
Grofteil des ORFs 1b (3‘-Bereich) sowie die Gene S und 3abc von dem Serotyp Il
FIPV Stamm 79-1146 enthielt und fir die Herstellung eines rekombinanten Serotyp II
FCoV 79-1146 zur Verfugung stand. Die Tabelle 3.3 gibt eine Ubersicht uber die
hergestellten rekombinanten FCoVs sowie Uber die verwendeten rekombinanten
Vaccinia Virus Klone und die substituierten Gene. In Tabelle 3.4 sind alle
verwendeten Plasmide fir die Positiv- und Negativselektionen aufgefihrt.

Tab. 3.3: Ubersicht liber die hergestellten rekombinanten felinen Coronaviren sowie die dazu

verwendeten rekombinanten Vaccinia Viren und tUber die substituierten Gene

rekombinantes FCoV Vaccinia Virus Klon substituierte(s) Gen(e)
rekFCoV A1b, 3'UTR vrekFCoV A1b, S, 3abc E, M, N, 7ab, 3'UTR
rekFCoV 79-1146 vrekFCoV A1b, 3'UTR 1a, 5'-terminales Ende von 1b
rekFCoV Black A3abc, FCV vrekFCoV Black 3abc
rekFCoV Black A7ab, FCV vrekFCoV Black 7ab
rekFCoV 79-1146, GFP vrekFCoV 79-1146 3abc
rekFCoV 79-1146 A3c, Stop vrekFCoV 79-1146 3c
rekFCoV 79-1146 AS vrekKFCoV 79-1146 S
rekFCoV 79-1146 A3c, Stop; vrekFCoV 79-1146 A3c,
AS Stop S
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Tab. 3.4: Ubersicht liber die verwendeten Plasmide fiir die Positiv- und Negativselektionen

sowie die Vektoren, die den hergestellten Plasmiden zugrunde liegen und die Sequenzen, die

in den Vektor kloniert wurden

Plasmid

Vektor

Sequenz

pGPT 556-1

pGPT-1

FCoV 79-1146 +
Vaccinia Virus
nt 25200-25800,
nt 29080-VV L1

pB (+) 4-3

pBluescript Il SK (+)

FCoV 79-1146
nt 25200-29355

pGPT 35-5

pGPT-1

FCoV 79-1146 +
Vaccinia Virus
VVR1-nt 25

nt 13251-13750

pGemT 55-1

pGemT

FCoV 79-1146 +
Vaccinia Virus
VV R1-nt 2230
nt 11200-13250

pGPT 148-6

pGPT-1

FCoV 79-1146
nt 2230-4230
nt 9930-11200

pGemT 52-1

pGemT

FCoV 79-1146
nt 7630-10450

pGemT 66-7

pGemT

FCoV 79-1146
nt 5590-10450

pGemT 71-6

pGemT

FCoV 79-1146
nt 3730-10450

pGPT 245-3

pGPT-1

FCoV 79-1146
nt 25000-25365
nt 25670-26075

pGPT 374-1

pGPT-1

FCoV 79-1146
nt 21710-22075
nt 22825-23175

pGemT 235-10

pGemT

FCoV 79-1146
nt 25000-26075

pGemT 370-2

pGemT

FCoV 79-1146
nt 21710-23175

pGPT 159-3

pGPT-1

FCoV 79-1146
nt 24303-24795
nt 25880-26380

pGemT 277-4-1

pGemT

pEGFP
nt 1-720

FCoV 79-1146
nt 24303-24840
nt 25850-26380

pGemT 438-7

pGemT

FCV 2024

nt 5683-7637
FCoV Black

nt 24224-24823
nt 25755-26378
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pGemt 438-11

pGemT

FCV 2024

nt 5683-7637
FCoV Black

nt 27333-28029
nt 28920-29228
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4. Ergebnisse

4.1 Herstellung und Charakterisierung von rekombinanten felinen Coronaviren
Die Entwicklung von revers-genetischen Systemen fir Coronaviren, basierend auf
genomlangen cDNA-Klonen, ermoglicht gezielte Veranderungen des gesamten
coronaviralen Genoms und somit die Herstellung von rekombinanten Viren mit
inaktivierten, deletierten oder modifizierten Genen (Thiel und Siddell, 2005). Fur die
Herstellung und Untersuchung von rekombinanten felinen Coronaviren, u.a. im
Hinblick auf die Pathogenese der Felinen Infektiésen Peritonitis (FIP), wurde im Jahr
2008 ein revers-genetisches System fir feline Coronaviren etabliert, das auf der
Klonierung der genomlangen cDNA des Serotyp | felinen Cornavirus Stamm Black in
einen Vaccinia Virus Vektor basiert (Tekes et al.,, 2008a). In Tierversuchen wurde
Avirulenz des hergestellten rekombinanten felinen Coronavirus Stamm Black
nachgewiesen (Tekes und Spies et al., 2012). Aus diesem Grund wurde in dieser
Arbeit das System gezielt flr die Herstellung einer virulenten Variante des felinen
Coronavirus verwendet. Daflir wurden die Sequenzen der gesamten Gene sowie der
nichttranslatierten Regionen des Serotyp | FCoV Stamm Black in mehreren Schritten
durch die korrespondierenden Gensequenzen des virulenten Serotyp Il FIPV Stamm
79-1146 ausgetauscht. Es ist bekannt, dass der FIPV Stamm 79-1146 in Katzen FIP
induziert (Rottier et al., 2005).

Als Ausgangsmaterial fir die Herstellung eines rekombinanten Serotyp Il FIPV stand
ein rekombinantes Vaccinia Virus (vrekFCoV A1b, S, 3abc) zur VerflUgung, das
bereits den Grolteil des ORFs 1b (3'-Bereich) sowie die Gene S und 3abc von dem
Serotyp Il FIPV Stamm 79-1146 enthielt (Abb. 4.1).

5-UTR 3-UTR

Abb. 4.1: Schematische Darstellung des rekombinanten Vaccinia Virus vrekFCoV A1b, S, 3abc

Als Ausgangsvirus fir die Herstellung eines rekombinanten Serotyp Il FCoV diente vrekFCoV A1b, S,
3abc. Dieses rekombinante Virus besitzt Gensequenzen beider Serotypen: ORF 1b (3‘- Bereich)
sowie die Gene S und 3abc wurden bereits durch Sequenzen von Serotyp Il FCoV Stamm 79-1146
(gelbe Boxen) ersetzt; die 5‘-nichttranslatierte Region (5-UTR), die ORFs 1a und 1b (5-Bereich)
sowie die Sequenzen der Gene E, M, N, 7ab und die 3'-nichttranslatierte Region (3'-UTR) stammten
vom Serotyp | FCoV Stamm Black (schwarze Boxen). Die gesamte coronavirale cDNA ist integriert in

den Vaccinia Virus (VV) Vektor (hellblaue Boxen).

65



ERGEBNISSE

4.1.1 Herstellung von vrekFCoV A1b, 3‘UTR

Der erste Schritt fur die Herstellung eines rekombinanten Serotyp Il FIPV bestand im
Austausch des gesamten 3‘-Endes, das die Gene E, M, N, 7ab sowie die 3'-
nichttranslatierte Region betraf. Dieser Austausch erfolgte durch Vaccinia Virus
vermittelter homologer Rekombination unter Verwendung des Guanin-
Phosphoribosyltransferase-Gens (GPT) von E. coli als Positiv- und Negativ-
selektionsmarker (siehe Kapitel 3.7.3) (Abb. 4.2).

5-UTR 3-UTR

vrekFCoV
1a 1b I S laabc E'M N 7ab
Alb, S, 3abc

25200bp 25800 bp B29080bp VWLl
— —
[4 BEx Ij

pGPT 556-1

GPT-Positivselektion

1018 —

516 —

5-UTR 3-UTR

1a 1b l s |3abcH GPT>_l VVI
| |

25200bp 27050 bp

— <«
26990bp 29330bp

pB (+) 4-3

GPT-Negativselektion 3034 7
2036 — -

1635 —

5-UTR 3-UTR

vrekFCoV
1a 1b I S |3abcIE|M|N I 7ab IJ VVl
Alb, 3'UTR

Abb. 4.2: Herstellung von vrekFCoV A1b, 3’UTR

Die Gene E, M, N, 7ab sowie die 3'-nichttranslatierte Region von dem avirulenten Serotyp | FCoV
Stamm Black (schwarze Boxen) wurden mit Hilfe von Vaccinia Virus vermittelter homologer
Rekombination in Verbindung mit GPT-Positiv- und Negativselektion durch die korrespondierenden

Gensequenzen des virulenten Serotyp Il FCoV Stamms 79-1146 (gelbe Boxen) ersetzt.
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Zunachst wurden CV-1-Zellen mit dem Ausgangsvirus vrekFCoV A1b, S, 3abc
infiziert und mit dem Plasmid pGPT 556-1 transfiziert. Das Plasmid basierte auf
pGPT-1 (Hertzig et al., 2004), in das upstream des GPT-Gens die Serotyp Il FCoV
Sequenz nt 25200-25800 und downstream des GPT-Gens die Serotyp | FCoV bzw.
Vaccinia Virus Sequenz nt 29080-VV L1 kloniert wurden. Die coronaviralen
Sequenzen wurden zuvor mittels RT-PCR/ PCR amplifiziert (Primerpaare 79-25200-
F-Xhol/ 79-25800-R-EcoRlI, B-29080-F-BamHI/ VV L1) und anschlielend in den
bakteriellen Vektor pGemT Kkloniert. Unter Verwendung der Restriktionsstellen
Xhol/EcoRIl und BamHI/Sacl wurden die DNA-Fragmente in den Vektor pGPT-1
umkloniert. Als Matrize fir das PCR-Produkt (29080-VV L1) diente das rekombinante
Vaccinia Virus vrekFCoV Black, das die genomlange cDNA des Serotyp | FCoV
Stamm Black enthélt. Fur das RT-PCR-Produkt (25200-25800) wurde Poly-(A)-RNA
als Matrize verwendet, die aus Zellen (siehe kapitel 3.4.1) nach Infektion mit dem
Serotyp II FCoV Stamm 79-1146 gewonnen wurde. Wenn das rekombinante
Vaccinia Virus vrekFCoV A1b, S, 3abc in Gegenwart dieses Plasmids repliziert, kann
es zu einer doppelten homologen Rekombination zwischen den homologen
Abschnitten der DNA-Molekile kommen, wodurch das E. coli Gen GPT und
flankierende Sequenzen in das Vaccinia Virus Genom eingebaut werden. Nach drei
Runden Plaquereinigung unter GPT-Positivselektion (siehe Kapitel 3.7.3.1) wurden

sechs rekombinante Vaccinia Virus Klone mittels PCR Uberprift (Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Identifizierung der rekombinanten Vaccinia Viren aus der Positivselektion mittels PCR
Zur ldentifizierung der rekombinanten Vaccinia Viren, die das Gen GPT an der gewlinschten Position
durch doppelte homologe Rekombination eingebaut haben, wurden bei sechs Vaccinia Virus Klonen
(3-1, 4-1, 4-2, 4-3, 6-3-1, 6-3-2) je drei Kontroll-PCRs durchgefiihrt. Zusatzlich wurden jeweils eine
Negativkontrolle (NK) (basierend auf ddH,O) und eine Positivkontrolle (PK) mitgefihrt. PCR 1
(Primerpaar 79-24303-F-Xhol/ GPT-300as) und PCR 2 (Primerpaar GPT-250s/ VV L1) tUberpruften mit
Primern, die in die GPT-Gensequenz reichen, ob das GPT-Gen vorhanden ist. PCR 3 (Primerpaar 79-
24303-F-Xhol/ B-27250-rev) identifizierte rekombinante Vaccinia Viren, bei denen keine
Rekombination stattgefunden hat und somit Serotyp | FCoV Sequenzen anstatt GPT beinhalteten. Der
rekombinante Vaccinia Virus Klon, der anschlieBend fir die Negativselektion eingesetzt wurde, ist mit

einem schwarzen Kreis markiert.

Die sechs getesteten rekombinanten Vaccinia Virus Klone haben das Gen GPT und
die flankierenden Sequenzen an den gewinschten Positionen eingebaut. Bei PCR 1
zeigten alle eine erwartete Fragmentgrof3e von ca. 2,3 kb und bei PCR 2 von ca.

2,1 kb. PCR 3 war, wie erwartet, bei den sechs Klonen negativ.
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In einem zweiten Schritt wurden CV-1-Zellen mit dem ausgewahlten rekombinanten
Vaccinia Virus Klon 4-2 infiziert und mit dem Plasmid pB(+) 4-3 transfiziert (siehe
Abb. 4.4). Das Plasmid beruhte auf pBluescript Il SK (+), das die Serotyp Il FCoV
Sequenz nt 25200-29355 enthielt. Das Insert mit der Sequenzlange von ca. 4 kb
basierte auf zwei sich Uberlappenden RT-PCR-Produkten (Primerpaare 79-25200-F-
Xhol/79-27050-R, 79-26990-F-Sacll/79-29330-R-Sacl). Als Matrize diente die aus
FCoV Stamm 79-1146 infizierten Zellen gewonnene Poly-(A)-RNA. Wéhrend die
Klonierung des RT-PCR-Produktes nt 25200-27050 direkt in das Plasmid pBluescript
Il SK (+) erfolgte, wurde das RT-PCR-Produkt nt 26990-29355 zuerst in den pGemT
Vektor ligiert und anschlieBend Uber die Schnittstellen Mscl und Sacl in den
pBluescript Il SK (+) Vektor umkloniert. Da das Restriktionsenzym Mscl in der
Serotyp Il FCoV Sequenz an Position nt 27018 schneidet, konnten die beiden
Fragmente gut miteinander ligiert werden. Nach einer erfolgreichen Vaccinia Virus
vermittelten doppelten homologen Rekombination wurden die Serotyp Il FCoV
Sequenzen in das Vaccinia Virus Genom eingebaut. Mit Hilfe der PCR konnten nach
drei Runden Plaquereinigung unter GPT-Negativselektion (siehe Kapitel 3.7.3.2)
erneut sechs rekombinante Vaccinia Virus Klone, bei denen die homologe
Rekombination an der erwarteten Position stattgefunden hat, identifiziert werden
(Abb. 4.4).
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Abb. 4.4 Identifizierung der rekombinanten Vaccinia Viren aus der Negativselektion mittels PCR
Fur die Identifizierung der rekombinanten Vaccinia Viren, die die Serotyp Il FCoV Sequenz durch
homologe Rekombination in das Genom eingebaut haben, wurden bei sechs Klonen (4-1-1-1, 4-1-1-
2, 4-1-1-3, 4-1-1-4, 4-1-1-5, 4-1-1-6) erneut je drei Kontroll-PCRs durchgefiihrt. Zusétzlich wurden
jeweils eine NK und eine PK mitgefihrt. PCR 1 (Primerpaar 79-24303-F-Xhol/ 79-25800-R-EcoRl) und
PCR 2 (Primerpaar 79-26990-F-Sacll/ VV L1) Uberpriften die Regionen, in denen die homologen
Rekombinationen stattfinden sollten. PCR 3 (Primerpaar 79-24303-F-Xhol/ Gpt-300as) identifizierte
rekombinante Vaccinia Viren, bei denen die Rekombination nicht stattfand und die somit das Gen GPT
statt der gewinschten Serotyp Il Sequenzen enthielten. Der rekombinante Vaccinia Virus Klon, der

anschlieBend fur weitere Versuche eingesetzt wurde, ist mit einem schwarzen Kreis markiert.

In Abbildung 4.4 ist zu erkennen, dass die sechs getesteten rekombinanten Vaccinia
Virus Klone die Serotyp Il FCoV Sequenz nt 25200-29355 an der richtigen Position in
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das Genom eingebaut haben. Die PCR-Produkte 1 und 2 wiesen jeweils die
erwartete Bandengrof3e von ca. 1,5 kb bzw. 2,6 kb auf. PCR 3 ist bei allen Klonen
negativ; somit enthalt keiner der Klone das Gen GPT. Um zu uberprifen, ob
Mutationen aufgetreten sind, wurde der Klon 4-1-1-1 (siehe Abb. 4.4 schwarzer
Kreis) sequenziert und anschlieRend als Ausgangsvirus fur die Herstellung des

rekombinanten Vaccinia Virus vrekFCoV 79-1146 verwendet.

4.1.2 Herstellung von vrekFCoV 79-1146

Das erfolgreich hergestellte rekombinante Vaccinia Virus vrekFCoV A1b, 3'UTR
konnte direkt als Ausgangsvirus fur den Austausch des ORF 1a, den 5-Bereich des
ORF 1b sowie der 5'-nichttranslatierten Region verwendet werden. Da der letzte zu
ersetzende Sequenzbereich eine Grofle von ca. 14 kb hatte, waren fir den
Austausch der Serotyp | FCoV Sequenzen je zwei Positiv- und Negativselektionen
erforderlich (Abb. 4.5).

5'UTR

VWRL  25bp 13251 bp 13750 bp

e A —>

vV GPT ) Positivselektion |
VWRL 25bp 11200 bp 13750 bp
—> - — -—

vV Negativselektion |

— -—
2Shp 2230bp

L1730 bp 4230bp 9930bp 11700 bp

—_— - — 4
GPT )

3730bp 5680 bp 7630bp 9950bp
— -—

Positivselektion Il

Negativselektion

* -+ [ -
5590 bp 7730bp 9900 bp 10450 bp

Abb. 4.5: Ubersicht Uiber den schrittweisen Austausch des ORF 1a, 5‘- Bereich des ORF 1b
sowie der 5 nichttranslatierten Region

ORFs 1a und 1b (5'-Bereich) sowie die 5'-nichttranslatierte Region von Serotyp | FCoV Stamm Black
wurden gegen die korrespondierenden Sequenzen von Serotyp Il FCoV Stamm 79-1146 mittels
Vaccinia Virus vermittelter homologen Rekombination ausgetauscht. Aufgrund der GréRe der

auszutauschenden Sequenz von ca. 14 kb waren je zwei Positiv- und Negativselektionen notwendig.
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4.1.2.1 Positivselektion |

Im ersten Schritt wurde die verbliebene Serotyp | FCoV Stamm Black Sequenz
nt 1-13250 durch das Gen GPT ersetzt (siehe Abb. 4.6 (a)). Dafur wurden CV-1-
Zellen mit dem Ausgangsvirus vrekFCoV A1b, 3‘UTR infiziert und mit dem Plasmid
pGPT 35-5 transfiziert. Das Plasmid enthielt upstream des GPT-Gens sowohl
Vaccinia Virus Sequenz als auch Serotyp Il FCoV Stamm 79-1146 Sequenz
(VV R1-25). Downstream des Gens GPT befand sich die Serotyp Il Sequenz nt
13251-13750. Diese Sequenzen wurden zuvor amplifiziert (Primerpaare VVR1-F-
Xhol/79-25-R-Sall, 79-13251-F-BamHI/79-13750-R-Sacl) (siehe Abb. 4.6 (b)) und
jeweils in einen pGemT Vektor kloniert. Die Sequenz mehrerer Klone wurde Uberpruft
und die Fragmente unter Verwendung der Schnittstellen Xhol/Sall und BamHI/Sacl

nacheinander in den pGpt-1 Vektor umkloniert.
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Abb. 4.6: Schematische Darstellung der Positivselektion |

(a) Die 5-nichttranslatierte Region sowie der ORF 1a und der 5'-Bereich von ORF 1b von Serotyp |
FCoV Stamm Black wurden mit Hilfe der Vaccinia Virus vermittelten homologen Rekombination in
Verbindung mit Positivselektion durch das E. coli Gen GPT ersetzt. (b) PCR- und RT-PCR-Produkt
basierend auf den flankierenden Sequenzen der ausgetauschten Region, die upstream und
downstream des GPT-Gens kloniert wurden. Als Matrize fur das PCR-Produkt (VV R1-25) diente
vrekFCoV Black; fir das RT-PCR-Produkt (13251-13750) wurde FCoV Stamm 79-1146 als Matrize
verwendet.
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Nach drei Runden Plaquereinigung auf CV-1-Zellen unter GPT-Positivselektion
wurden sechs rekombinante Vaccinia Virus Klone mittels PCR Uberprift (siehe Abb.
4.7).
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Abb. 4.7: Identifizierung der rekombinanten Vaccinia Viren aus der Positivselektion | mittels
PCR

Zur ldentifizierung der rekombinanten Vaccinia Viren, die das Gen GPT an der gewlinschten Position
durch doppelte homologe Rekombination eingebaut haben, wurden bei sechs Vaccinia Virus Klonen
(5-2-1, 5-3, 5-4, 4, 7-4, 10-2) je drei Kontroll-PCRs durchgefiihrt. Zusatzlich wurden jeweils eine NK
und eine PK mitgeftihrt. PCR 1: Primerpaar VV R1/ GPT-300as, PCR 2: Primerpaar GPT-250s/ 79-
13750-F-Xhol, PCR 3: Primerpaar VV R1/ A-515-ex-rev. Der rekombinante Vaccinia Virus Klon, der

anschlieBend fur die Negativselektion | eingesetzt wurde, ist mit einem schwarzen Kreis markiert.

Abbildung 4.7 zeigt, dass funf von sechs getesteten rekombinanten Vaccinia Virus
Klonen das Gen GPT nach doppelter homologen Rekombination an der richtigen
Position eingebaut haben. Die PCR-Produkte von PCR 1 und 2 mit ca. 1,1 kb bzw.
1,9 kb wiesen bei den sechs Klonen die richtige GréRe auf. In PCR 3 ist zu sehen,
dass es sich bei Klon 4 um eine Mischung handelte, die sowohl rekombinante

Vaccinia Viren mit GPT-Gen enthielt als auch solche, die die Serotyp | Sequenz
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aufwiesen. Der rekombinante Vaccinia Virus Klon 5-3 wurde anschlieRend in der

Negativselektion | fur die Infektion eingesetzt.

4.1.2.2 Negativselektion |

Im n&chsten Schritt ersetzten die Serotyp Il Sequenzen nt 25-2230 und nt 11200-
13750 das GPT-Gen (siehe Abb. 4.8 (a)). Dafur wurden CV-1-Zellen mit dem
rekombinanten Vaccinia Virus Klon 5-3 infiziert und mit dem Plasmid pGemT 55-1
transfiziert. Das Plasmid umfasste das PCR-Produkt VV R1-25 basierend auf der
Vaccinia Virus Sequenz sowie der Serotyp Il Sequenz nt 1-25 (Primerpaar VV R1/
79-25-R-Esp3l) und das RT-PCR-Produkt 25-2230 basierend auf der Serotyp Il
Sequenz nt 25-2230 (Primerpaar 79-25-F-Esp3l/ 79-2230-R-Sacll). Zudem enthielt
es das RT-PCR-Produkt 11200-13750, das auf der Serotyp Il Sequenz nt 11200-
13750 (Primerpaar 79-11200-F/ 79-13750-R-Sall) beruhte (siehe Abb. 4.8 (b)). Die
Klonierung des PCR-Produktes VV R1-25 und des RT-PCR-Produktes 25-2230
erfolgte jeweils in einen pGemT Vektor. Das RT-PCR-Produkt 11200-13750 wurde in
den Vektor pGemTeasy kloniert. Zunachst fand tber die Schnittstellen Esp3l und
Sacl die Umklonierung des DNA-Fragmentes 25-2230 in den pGemT Vektor statt,
der bereits das PCR-Produkt VV R1-25 enthielt. Anschliel3end wurde auch das dritte
Fragment uber die Schnittstellen Notl und Sall umkloniert. Unter Nutzung der
Rekombination konnten die FCoV-Sequenzen anstelle des GPT-Gens in die

coronavirale cDNA integriert werden.
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Abb. 4.8: Schematische Darstellung der Negativselektion |

(a) Das Gen GPT wurde durch die Serotyp Il FCoV Stamm 79-1146 Sequenzen nt 25-2230 und nt
11200-13250 mit Hilfe der Vaccinia Virus vermittelten homologen Rekombination in Verbindung mit
Negativselektion ausgetauscht. (b) Nachweis der PCR- und RT-PCR-Produkte, die nacheinander in
den Vektor pGemT Kloniert wurden. Als Matrize fur das PCR-Produkt (VV R1-25) diente vrekFCoV
Black; fur die RT-PCR-Produkte (25-2230, 11200-13750) wurde FCoV Stamm 79-1146 als Matrize
verwendet.

Acht rekombinante Vaccinia Virus Klone wurden nach drei Runden Plaquereinigung
auf D98OR-Zellen unter GPT-Negativselektion isoliert und mittels PCR uberprift
(siehe Abb. 4.9).
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Abb. 4.9 Identifizierung der rekombinanten Vaccinia Viren aus der Negativselektion | mittels
PCR

Zur Identifizierung der rekombinanten Vaccinia Viren, die die Serotyp Il FCoV Sequenz durch
homologe Rekombination in das Genom eingebaut haben, wurden bei acht Vaccinia Virus Klonen
(9-8-3, 9-8-4, 11-1, 11-2-1, 11-2-3, 11-2-4, 11-2-6, 11-2-7) je drei Kontroll-PCRs durchgefihrt.
Zusatzlich wurden jeweils eine NK und eine PK mitgefuhrt. PCR 1: Primerpaar VV R1/ 79-2230-R-
Sacl, PCR 2: Primerpaar 79-11200-F/ 79-14220-R-Xhol, PCR 3: Primerpaar VV R1/ Gpt-300as. Der
rekombinante Vaccinia Virus Klon, der anschlieRend fir die Positivselektion Il eingesetzt wurde, ist mit

einem schwarzen Kreis markiert.

Aus Abbildung 4.9 geht hervor, dass die acht getestete rekombinante Vaccinia Virus
Klone die Serotyp Il FCoV Sequenzen in das Genom an der gewilnschten Position
eingebaut haben. Die PCR-Produkte 1 und 2 besalen jeweils die erwarteten
Bandengrof3en von ca. 2,5 kb bzw. 3 kb. PCR 3 war bei allen Klonen negativ; somit
enthalt keiner der Klone das Gen GPT. Fiur die Positivselektion Il wurde der
rekombinante Vaccinia Virus Klon 11-2-3 verwendet.
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4.1.2.3 Positivselektion Il

Bei der Positivselektion 1l wurde das Gen GPT zusammen mit den Serotyp Il
Sequenzen nt 1730-4230 und nt 9930-11700 in das rekombinante Vaccinia Virus
Genom eingefihrt (siehe Abb. 4.10 (a)). Das Plasmid pGPT 148-6, mit dem die
infizierten CV-1-Zellen transfiziert wurden, enthielt upstream des GPT-Gens die
Serotyp Il FCoV Sequenz nt 1730-4230 und downstream die Serotyp Il FCoV
Sequenz nt 9930-11700. Unter Verwendung der Primerpaare 79-1730-F-Xhol/
79-4230-R-Xhol und 79-9930-F-BamHI/ 79-11700-R-Notl wurden die coronaviralen
Sequenzen zuvor mittels RT-PCR amplifiziert und anschlieend in den bakteriellen
Vektor pGemT kloniert (siehe Abb. 4.10 (b)). Die Umklonierung der DNA-Fragmente
in den Vektor pGPT-1 fand mit Hilfe der Restriktionsstellen Xhol und BamHI/Notl

statt.

(a)
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Vv 1b S 3abcE|f M I N | 7ab VvV

/ AN
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—> -+ —> <+
| GPT >— : (b)
‘ pGPT 148-6 \

Abb. 4.10: Schematische Darstellung der Positivselektion Il

(&) Mit Hilfe der Vaccinia Virus vermittelten homologen Rekombination in Verbindung mit
Positivselektion wurden das E. coli Gen GPT sowie die coronaviralen Serotyp Il Sequenzen nt 1730-
4230 und nt 9930-11700 in das rekombinante Vaccinia Virus Genom eingefuhrt. (b) RT-PCR-
Produkte, die upstream und downstream des GPT-Gens kloniert wurden. Als Matrize fur die RT-PCR-
Produkte diente FCoV Stamm 79-1146.
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Nach drei Runden Plaquereinigung auf CV-1-Zellen unter GPT-Positivselektion
wurden funf rekombinante Vaccinia Virus Klone mittels PCR Uberprift (siehe Abb.
4.11).
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Abb. 4.11: Identifizierung der rekombinanten Vaccinia Viren aus der Positivselektion Il mittels
PCR

Zur ldentifizierung der rekombinanten Vaccinia Viren, die das Gen GPT sowie die flankierenden
Serotyp Il Sequenzen nt 1730-4230 und nt 9930-11700 an der gewlnschten Position durch doppelte
homologe Rekombination eingebaut haben, wurden bei funf Vaccinia Virus Klonen (6-1-1-1, 6-1-1-2,
6-1-1-3, 6-1-3-1, 6-1-3-2) je drei Kontroll-PCRs durchgefuhrt. Zuséatzlich wurden jeweils eine NK und
eine PK mitgefuhrt. PCR 1: Primerpaar 79-3730-F-Sacll/ GPT-300as, PCR 2: Primerpaar GPT-250s/
79-10450-R-Notl, PCR 3: Primerpaar 79-1730-F-Xhol/ 79-11700-R-Notl. Der rekombinante Vaccinia
Virus Klon, der anschlieRend fir die Negativselektion Il eingesetzt wurde, ist mit einem schwarzen

Kreis markiert.

In Abbildung 4.11 ist zu sehen, dass die funf getesteten rekombinanten Vaccinia
Virus Klone das Gen GPT und die flankierenden Serotyp Il Sequenzen an der

gewinschten Position durch doppelte homologe Rekombination eingebaut haben.

78



ERGEBNISSE

Der rekombinante Vaccinia Virus Klon 6-1-3-2 wurde anschliefRend fiir die Infektion in

der Negativselektion Il eingesetzt.

4.1.2.4 Negativselektion Il

Im letzten Schritt wurde das Gen GPT durch die noch fehlenden Serotyp Il FCoV
Sequenzen nt 4230-9930 sowie durch die flankierenden Sequenzen nt 3730-4230
und nt 9930-10450 ersetzt (siehe Abb.4.12 (a)). Dabei diente der rekombinante
Vaccinia Virus Klon 6-1-3-2 aus der Positivselektion Il als Ausgangsvirus fur die
Infektion der CV-1-Zellen, die anschlieRend mit dem Plasmid pGemT 71-6 transfiziert
wurden. Das Plasmid enthielt die Serotyp Il Sequenz nt 3730-10450, die auf vier sich
Uberlappenden RT-PCR-Produkten basierte (Primerpaare 79-3730-F-Sacll/ 79-5680-
R-Sall, 79-5590-F/ 79-7730-R-Sacl, 79-7630-F/ 79-9930-R-Esp3l, 79-9930-F-Esp3l/
79-10450-R-Notl) (siehe Abb. 4.12 (b)). Jedes RT-PCR-Produkt wurde zunachst in
einen pGemT Vektor kloniert und die Sequenz tberpruft. Uber die Restriktionsstellen
Esp3l und Sacl erfolgte im ersten Schritt die Klonierung des Produktes 9900-10450
zu dem RT-PCR-Produkt 7630-9950 (pGemT 52-1). Im nachsten Schritt wurde Uber
die Schnittstellen BbvCl und Sacll das Produkt 5590-7730 in das Plasmid pGemT
52-1 kloniert (pGemT 66-7). Die Klonierung des letzten Fragments 3730-5680
erfolgte dann Uber die Schnittstellen EcoNI und Apal in das Plasmid pGemT 66-7
(pGemT 71-6). An Position nt 9940 in der 79-1146 Sequenz ist eine Clal-
Erkennungssequenz (ATCGAT) vorhanden, die durch Einfihrung einer stillen
Mutation (TCG - TCC) in dem RT-PCR-Produkt 9900-10450 zerstort wurde. Das
revers-genetische System fir feline Coronaviren wurde so konstruiert, dass sich am
3-Ende des FCoV-Inserts eine poly-(A)-Sequenz mit anschlieBender Clal-
Schnittstelle befindet (Tekes, 2008b). Die rekombinante Vaccinia Virus DNA wird mit
dem Restriktionsenzym Clal geschnitten, um eine in vitro transkribierte rekFCoV
RNA mit definiertem 3‘-Ende zu erhalten (siehe Kapitel 3.7.4). Um eine Restriktion
der FCoV-Sequenz zu verhindern, war es wichtig, die Clal-Schnittstelle innerhalb der
FCoV 79-1146 Sequenz zu zerstoren. Diese Mutation diente zugleich als
Markermutation fur die spatere Unterscheidung des rekombinanten FCoV 79-1146
vom Ausgangsvirus FCoV 79-1146 (siehe Kapitel 4.1.4.1).
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Abb. 4.12: Schematische Darstellung der Positivselektion I

(&) Mit Hilfe der Vaccinia Virus vermittelten homologen Rekombination in Verbindung mit
Negativselektion wurden die Serotyp Il FCoV Stamm 79-1146 Sequenzen nt 3730-10450 in das
rekombinante Vaccinia Virus Genom vrekFCoV 79-1146 eingefugt. (b) Nachweis der RT-PCR-
Produkte, die nacheinander in den Vektor pGemT kloniert wurden. Fir die RT-PCR-Produkte wurde

FCoV Stamm 79-1146 als Matrize verwendet.

Die Fahigkeit zur Rekombination von Vaccinia Viren wurde erneut benutzt, um das
GPT-Gen durch die Serotyp Il FCoV-Sequenz nt 3730-10450 zu ersetzen und somit
die gesamte cDNA-Kopie des FCoV Stamm 79-1146 in das Vaccinia Virus Genom zu
integrieren. Sechs rekombinante Vaccinia Virus Klone konnten im Anschluss an drei
Runden Plaguereinigung auf D98OR-Zellen unter GPT-Negativselektion isoliert und
mittels PCR Uberprift werden (siehe Abb. 4.13).
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Abb. 4.13: Identifizierung der rekombinanten Vaccinia Viren aus der Negativselektion Il mittels
PCR

Zur ldentifizierung der rekombinanten Vaccinia Viren, die die fehlenden Serotyp Il Sequenzen an der
richtigen Position durch doppelte homologe Rekombination eingebaut haben, wurden bei sechs
Vaccinia Virus Klonen (2-1, 2-2, 2-3, 2-4, 2-5, 2-6) je drei Kontroll-PCRs durchgefiihrt. Zuséatzlich
wurden jeweils eine NK und eine PK mitgefuhrt. PCR 1: Primerpaar 79-3505-F/ 79-5680-R-Sall,
PCR 2: Primerpaar 79-8590-F/ 79-11300-R, PCR 3: Primerpaar 79-3730-F-Sacll/ GPT-300as. Der
rekombinante Vaccinia Virus Klon, der anschlieRend fir die Gewinnung eines rekombinanten Serotyp

Il FCoV Stamm 79-1146 verwendet wurde, ist mit einem schwarzen Kreis markiert.

Abbildung 4.13 zeigt, dass die sechs getesteten rekombinanten Vaccinia Virus Klone
die Serotyp Il Sequenzen an der gewiinschten Position durch doppelte homologe
Rekombination eingebaut haben. Um sicher zu gehen, dass die homologen
Rekombinationen fehlerfrei abliefen und die zuvor eingefigten Sequenzen aus den
einzelnen Selektionen (Positivselektion I, Negativselektion I, Positivselektion 1) noch

in dem Vaccinia Virus Genom vorliegen, wurde vrekFCoV 79-1146 DNA aus
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infizierten CV-1-Zellen prapariert und das gesamte rekFCoV 79-1146 cDNA-Insert

mit spezifischen Primern amplifiziert (siehe Abb 4.14) und sequenziert.

Abb. 4.14: Nachweis des gesamten rekombinanten FCoV 79-1146 cDNA-Genoms durch PCR-

Analyse
12 sequenziberlappende PCR-Produkte decken das gesamte rekFCoV 79-1146 c-DNA-Insert ab. Die

FragmentgroRRen liegen zwischen 1,5 kb und 3 kb.

Die Herstellung eines rekombinanten Vaccinia Virus, das die genomlange cDNA des
Serotyp Il FCoV Stamm 79-1146 beinhaltet, war erfolgreich. Vor Verwendung des
rekombinanten Vaccinia Virus Klon 2-3 fur die Gewinnung der rekombinanten
Serotyp Il FCoV RNA erfolgte die Sequenzierung des kompletten viralen Genoms.
Als Grundlage dafir dienten die in Abbildung 4.14 gezeigten 12 PCR-Produkte.
Abweichend von der veroéffentlichten GenBank Sequenz (AY994055.1) befanden sich
Punktmutationen an den Positionen nt 796 (G - T) und nt 17709 (G > A) des
rekombinanten coronaviralen cDNA-Genoms. Wéhrend es sich bei nt 17709 um eine
stile Mutation handelte, fihrte die Mutation an Position nt 796 zu einem
Aminosaureaustausch (Trp = Cys). Beide Mutationen waren bereits in dem von mir
verwendeten Ausgangsvirus FCoV Stamm 79-1146 vorhanden. Desweiteren
beinhaltete die Sequenz eine stille Mutation (T - C) an Position nt 10729, die aus
der Plasmidsequenz pGPT 148-6 stammt und nicht im FCoV Stamm 79-1146

vorkommt. In Tabelle 4.1 sind die nachgewiesenen Mutationen aufgelistet.
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Tab. 4.1: Mutationen im FCoV Genom vrekFCoV 79-1146

In der Tabelle sind die einzelnen Nukleotidaustausche sowie ihre Positionen im viralen Genom
vrekFCoV 79-1146 aufgefihrt (rechts angegeben). Links sind die Mutationen angegeben, die bereits
in dem von mir verwendeten Ausgangsmaterial FCoV Stamm 79-1146 vorhanden waren. Die stillen
Mutationen an den Positionen nt 9943 (G - C) und nt 10729 (T - C) dienten als Markermutationen
fur die Unterscheidung des rekombinanten FCoV 79-1146 vom Ausgangsvirus FCoV 79-1146.

FCoV Stamm 79-1146 vrekFCoV 79-1146
G796T G796T
Trp—=>Cys Trp—>Cys
G9943C
Clal-Schnittstelle
T10729C
G17709A G17709A

4.1.3 Gewinnung des rekombinanten Serotyp Il FCoV (rekFCoV 79-1146)

Die Gewinnung (rescue) des rekombinanten Serotyp Il FCoV 79-1146 setzte die
Synthese von coronaviraler RNA voraus. Als Ausgangsmaterial diente die komplette
FCoV 79-1146 cDNA, die in das Vaccinia Virus Genom integriert wurde (vrekFCoV
79-1146) (siehe Kapitel 4.1.2). Zunachst erfolgten die Praparation einer grof3en
Menge an qualitativ hochwertiger vrekFCoV 79-1146 DNA aus infizierten BHK-21-
Zellen (siehe Kapitel 3.1.4.4) (siehe Abb. 4.15 (a)) und ein Verdau mit dem
Restriktionsenzym Clal (siehe Abb. 4.15 (b)).
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>200 kb

Abb. 4.15: Nachweis der rekombinanten Vaccinia Virus DNA (vrekFCoV 79-1146) vor und nach
Restriktionsverdau mit Clal

() 1 ul der aus infizierten BHK-21-Zellen praparierten rekombinanten Vaccinia Virus DNA (vrekFCoV
79-1146) aufgetragen auf ein 1,5 %iges Agarosegel. (b) 1 pl der Clal-verdauten rekombinanten
Vaccinia Virus DNA.

Abbildung 4.15 (a) zeigt die praparierte und aufgereinigte rekombinante Vaccinia
Virus DNA (vrekFCoV 79-1146). Aufgrund der GroéRRe von vrekFCoV 79-1146 von
> 200 kb liel3 sich die Grol3e des DNA-Produkts mit dem eingesetzten 1 kb Marker
nur sehr ungenau auf dem Agarosegel darstellen. In Abbildung 4.15 (b) ist das
typische Muster der Clal-verdauten Vaccinia Virus DNA zu sehen. Die Anzahl der
Banden deutet auf zahlreiche Clal-Erkennungssequenzen innerhalb des Vaccinia
Virus Genoms hin. Aufgrund der Zerstérung der Clal-Schnittstelle an Position nt 9930
im FCoV-Genom befindet sich die komplette FCoV-Sequenz oberhalb der
Markerbanden. Bis auf einer Clal-Schnittstelle im Anschluss an den Poly-(A)-
Schwanz weist das FCoV-Genom 79-1146 keine weitere Erkennungssequenz fur das
Enzym auf. Die Clal-verdaute rekombinante Vaccinia Virus DNA wurde mittels

Phenol-Chloroform-Extraktion mit anschlieBender Ethanolprazipitation gereinigt
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(siehe Kapitel 3.1.3.1) und fur die in vitro Transkription verwendet (siehe Kapitel
3.4.4) (siehe Abb. 4.16).

Abb. 4.16: In vitro transkribierte rekombinante FCoV RNA (rekFCoV 79-1146 RNA)
1 ul der in vitro transkribierten rekFCoV 79-1146 RNA aufgetragen auf ein 1%iges formaldehyhaltiges

Agarosegel. Die ca. 30 kb grol3e coronavirale RNA ist durch einen schwarzen Pfeil markiert.

Die rekFCoV 79-1146 RNA wurde anschlieend in BHKgcov-.n-Zellen elektroporiert
(siehe Kapitel 3.6.6.2), in denen sie einen kompletten coronaviralen Replikations-
zyklus durchlief, der zur Freisetzung infektioser rekFCoV 79-1146 fiihrte. BHKkcov-N
ist eine Tet-On-Zelllinie, die das coronavirale Nukleoprotein N induzierbar exprimiert
(sieche Abb. 4.17). Das N-Protein hat einen positiven Einfluss auf die coronavirale
Transkription und Replikation (Baric et al., 1988, Schelle et al., 2005).
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Abb. 4.17: Expression des coronaviralen N-Proteins in der Tet-On-Zelllinie BHK oy

Fur die Expression des Nukleoproteins N wurden BHKgcov.n-Zellen zunachst mit Doxycyclin (2 mg/ml)
induziert; nach 24 Stunden wurde das Zelllysat mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose
geblottet und mit 4 % Milchpulver blockiert. Zum Nachweis des coronaviralen Nukleoproteins N wurde
der Blot mit dem Immunserum einer FCoV infizierten Katze und dem polyklonalen Sekundarantikdrper
Ziege anti-Katze 1gG, Meerrettichperoxidase konjugiert (1:10000) entwickelt. Links: Proteinmarker;
Spur 1: nicht induzierte BHKgcov.n Zellen; Spur 2: induzierte BHKgcov.n Zellen; Pfeil: exprimierte N-

Protein.

Aus Abbildung 4.17 geht hervor, dass nach Induktion mit Doxycyclin das coronavirale
Nukleoprotein N mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 46 kDa in den
BHKercov-n-Zellen exprimiert wird. BHK-Zellen besitzen allerdings keinen Rezeptor fur
feline Coronaviren. Somit kdnnen von den erfolgreich transfizierten BHKgcov-n-Zellen
zwar infektiose Viruspartikel produziert und freigesetzt werden, aber es findet keine
Infektion von BHKgcov-n-Zellen statt. Daher erfolgte eine Kokultivierung mit einer
Katzenzelllinie, FCWF-4-Zellen. Zwei Tage nach Transfektion wurden 5 ml des
Uberstandes auf frische FCWF-4-Zellen gegeben. Nach weiteren 24 Stunden war ein
ZPE in Form einer Zelllyse nachweisbar. Der Uberstand wurde als Stocklésung fiir
weitere Experimente bei -70°C eingefroren. Aus den infizierten Zellen wurde Poly-
(A)-RNA fur RT-PCR-Analysen prépariert.

4.1.4 Charakterisierung von rekFCoV 79-1146
Nach erfolgreicher Gewinnung des rekombinanten Serotyp Il FCoV 79-1146 erfolgte

zundchst der Nachweis von Markermutationen, um rekFCoV 79-1146 von dem
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Ausgangsvirus FCoV 79-1146 unterscheiden zu koénnen. Um zu Uberprifen,
inwieweit sich der Phanotyp des rekombinanten Virus 79-1146 von dem WT-Virus
79-1146 unterscheidet, wurden Untersuchungen in Bezug auf Wachstumverhalten

und Plaguemorphologie durchgefihrt.

4.1.4.1 Nachweis der Markermutationen

Mit Hilfe der Sequenzierung von RT-PCR-Produkten erfolgte der Nachweis von
Markermutationen, die zur Unterscheidung von rekFCoV 79-1146 und FCoV 79-1146
dienten. Ein Beispiel ist in Abbildung 4.18 zu sehen.

*
GT GAAATC GATATTTTA GTGAAATCCATATTTTA

a (VA A
A [\Ihp'lw'l

FCoV Stamm 79-1146 rekFCoV Stamm 79-1146

Abb. 4.18: Nachweis der Markermutation in dem rekombinanten Serotyp II FCoV Stamm
79-1146

Sequenzanalyse des FCoV 79-1146 sowie des rekFCoV 79-1146 in einer Region, die bei dem
rekombinanten Virus eine Markermutation (Stern) enthalt. Der Nukleotidaustausch befindet sich an
Position nt 9943 im FCoV-Genom.

4.1.4.2 Wachstumskinetik

Um das Wachstumsverhalten des rekombinanten Serotyp Il FCoV Stamm 79-1146
im Vergleich zum Wildtyp zu analysieren, wurden von beiden Viren die
Stocklésungen auf FCWF-4-Zellen austitriert. Anhand der erhaltenen Titer wurden
FCWF-4-Zellen in einer 12-Loch Platte mit einer MOI von 0,001 infiziert und die
Uberstande zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion (6h, 12h, 18h, 24h,
36h) geerntet. Im Anschluss erfolgte erneut eine Titration der Uberstande (Abb.
4.19).
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Abb. 4.19: Wachstumskinetik von rekFCoV 79-1146 im Vergleich mit dem Wildtyp FCoV 79-1146
FCWF-4-Zellen wurden mit den Virussuspensionen infiziert (MOI 0,001) und der Uberstand jeweils 6h,
12h, 18h, 24h und 36h p.i. geerntet und titriert.

In Abbildung 4.19 ist zu sehen, dass das Wachstumsverhalten von rekFCoV 79-1146
mit dem des Wildtyps nahezu identisch war. Beide Viren replizierten etwa gleich
schnell und erreichten 24 h p.. den hochsten Titer von durchschnittlich
2 x 10° PFU/mI. Auch zu den anderen Zeitpunkten (6 h, 12 h, 18 h und 36 h) waren

die Titerunterschiede nicht signifikant.

4.1.4.3 Plaguemorphologie

Fur die weitere Charakterisierung erfolgte die Untersuchung der Plaquemorphologie
von rekFCoV 79-1146 im Vergleich zum Wildtyp FCoV 79-1146. FCWF-4-Zellen
wurden mit einer geeigneten Verdiunnung der Stocklésung des jeweiligen Virus
infiziert, mit Carboxy-methylcellulose-Medium Uberschichtet und fir 24 h inkubiert.
Anschlieend fand eine Farbung der fixierten Zellen mit Kristallviolett statt (Abb.
4.20).
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Abb. 4.20: Plaquemorphologie von (a) rekFCoV 79-1146 im Vergleich zum (b) Wildtyp FCoV 79-
1146
FCWF-4-Zellen wurden mit den Virus-Stocklésungen infiziert, fir 24 h inkubiert und anschlie3end mit

Kristallviolett gefarbt.

Sowohl rekFCoV 79-1146 als auch FCoV 79-1146 zeigten bereits 24 h p.i. eine
deutliche Plaquebildung. Die durchschnittliche PlaquegrofRe von rekFCoV 79-1146
lag bei 0,768 £ 0,16 mm und die von FCoV 79-1146 bei 0,799 nm = 0,15 mm
(p = 0,449). Somit unterschieden sich die beiden Viren hinsichtlich der PlaquegréiRe

nicht signifikant voneinander.

4.1.5 Infektion von Katzen

Um die Virulenz des rekombinanten FCoV 79-1146 zu bestimmen, wurde ein
Infektionsversuch mit Katzen durchgefuhrt (Tekes und Spies et al., 2012). Fur den
Versuch wurden je zwei SPF-Katzen im Alter von 4-5 Monaten intraperitoneal (i.p.)
mit 10° PFU des rekombinanten FCoV 79-1146 oder des Wildtyps FCoV 79-1146
infiziert. Als Kontrolle diente PBS. Die Katzen wurden taglich auf klinische Anzeichen
einer FIP Uberprift. Uber einen Zeitraum von acht Wochen wurden wochentlich
Blutproben genommen und Kotproben gesammelt. Nach der Infektion bekamen die
Katzen leichtes Fieber, das nach 3-4 Tagen verschwand. 2-3 Wochen p.i. zeigten
sich erste Anzeichen einer klinischen Erkrankung. Die Tiere zeigten Anorexie,
Appetits- und Gewichtsverlust, Bindehautentziindung und Anamie. Die Symptome
wurden von wiederkehrendem Fieber begleitet, was typisch fur FIP ist. Die
Antikorpertiter gegen FCoV erreichten drei Wochen p.i. Werte von 1:20480 und
blieben fir die restliche Zeit des Experiments auf dieser Hohe. Die Antikorpertiter
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wurden mit Hilfe eines indirekten Immunfluoreszenz-Assays unter Verwendung eines
polyklonalen Katzenserums im diagnostischen Labor des Instituts bestimmt. In
beiden Gruppen wurde bei einer der beiden Katzen sieben Wochen p.i. eine klinische
Manifestation der FIP festgestellt und die betreffenden Katzen daher eingeschlafert.
Bei der pathologischen Untersuchung konnten charakteristische Symptome der FIP
detektiert werden: Neben einem Ascites waren die Leber, die Milz, die Niere sowie
die Serosa der Bauchhohle mit Granulomen bedeckt. Das Experiment zeigte, dass
es sich bei dem rekombinanten FCoV Serotyp Il 79-1146 sowie bei dem Wildtyp
FCoV 79-1146 um virulente Stamme handelt, die FIP induzieren kénnen.

Nach Beendigung des Tierversuchs isolierte Frau Dr. Bank-Wolf die virale RNA aus
dem Ascites und aus den Granulomen von der Katze, die mit rekFCoV 79-1146
infiziert worden war. Mit Hilfe der Real Time RT-PCR konnte ermittelt werden, dass
die Niere und die Milz die hochste Menge an viraler RNA aufwiesen (Daten nicht
gezeigt); diese RNA wurde fiir die Herstellung von tberlappenden FCoV-spezifischen
PCR-Produkten (ca. 1,5 kb) verwendet; die Sequenz des gesamten Genoms konnte
bestimmt werden. Bei einem Vergleich von der ermittelten rekFCoV 79-1146
Sequenz mit der rekFCoV 79-1146 Input-Sequenz konnten zwei Nukleotid-
austausche in dem viralen Genom detektiert werden, das aus der Milz isoliert wurde.
In dem aus der Niere stammenden viralen Genom konnten sieben Nukleotid-
austausche sowie drei stille Mutationen festgestellt werden (siehe Tab. 4.2). Eine
Mutation in dem Genom aus der Milz befand sich im S-Gen an Position nt 22468
(T=>C), wodurch es zu einem Austausch der Aminosaure Leucin gegen Prolin kam.
Die zweite Mutation fand im akzessorischen Gen 3c an Position nt 25353 (T—>C)
statt. Dieser Austausch war besonders interessant. Das Input-Virus rekFCoV 79-
1146 enthielt an dieser Position im akzessorischen 3c-Gen ein Stop-Codon.
Aufgrund des Nukleotidaustausches wurde nun die Aminosaure Glutamin kodiert und
somit das 3c-Gen wiederhergestellt. Der Nukleotidaustausch im S-Gen an Position nt
22468 sowie der Austausch im Gen 3c an Position nt 25353 wurden auch in der
viralen Sequenz aus der Niere gefunden. Zudem sind in der Niere zwei Mutationen
im Gen 1a an den Positionen nt 7544 (A->C) und nt 13089 (G->C) detektiert worden,
was die Aminosaureaustausche Serin gegen Arginin bzw. Methionin gegen Isoleucin
zur Folge hatte. Neben dem Nukleotidaustausch an Position nt 22468 sind zwei
weitere Mutationen im S-Gen an den Positionen nt 22365 (G—>C) und nt 24155
(T-=>G) aufgetreten und eine Mutation im N-Gen an Position nt 27819 (G—->T). Diese
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Mutationen resultieren in folgenden Aminoséureaustauschen: Valin gegen Leucin,
Cystein gegen Tryptophan bzw. Cystein gegen Phenylalanin. Desweiteren traten drei
stille Mutationen im 1a Gen auf.

Zudem konnte eine genomlange Sequenz mittels RT-PCR bestimmt werden, die auf
der isolierten RNA aus dem Ascites der an FIP erkrankten Katze basiert, die mit dem
Wildtyp FCoV 79-1146 infiziert wurde. Der Vergleich dieser FCoV 79-1146 Sequenz
mit der FCoV 79-1146 Input-Virus-Sequenz ergab neun Nukleotidunterschiede. Drei
Mutationen, die einen Aminosdureaustausch zur Folge hatten, traten im S-Gen
(A207742G, Lysin gegen Glutaminsaure; G21366T, Valin gegen Leucin; G23280T,
Asparaginsaure gegen Thyrosin) auf, eine in nsp3 des Replikasegens (A4682G,
Isoleucin gegen Valin), eine im 3c-Gen (T25353C, Stop gegen Glutamin) und eine im
E-Gen (T26165C, Threonin gegen Isoleucin). Besonders bemerkenswert war, dass
die Wiederherstellung des ORF, der fur das akzessorische Protein 3c kodiert, auch in
der viralen RNA zu finden war, die von der mit dem Wildtyp FCoV 79-1146 infizierten
Katze stammt. Eine Ubersicht tiber die Nukleotid- und Aminosaureaustausche ist in
Tabelle 4.2 zu finden.

91



ERGEBNISSE

Tabelle 4.2: Ubersicht liber die Nukleotid- und Aminosaurea-Austausche verglichen mit der
publizierten Serotyp Il FCoV Stamm 79-1146 Sequenz (AY994055.1) (Tekes und Spies et al.,

2012).

FColW 79- rekFCoV Ascites Milz {(von Niere (von | Protein
1146 791146 {von infizierter | infizierter
{Zellkultur) | {Zellkultur) | infizierter | Katze mit Katze mit
Katze mit rekFCoV rekFCoV
79-1146) 79-1146) 79-1146)
- - Th16C - - 1a-
hsp
GYORT GYORT GAORT GAORT GYORT E
Trp—=Cys Trp—=Cys Trp—=Cys Trp—=Cys Trp—=Cys hsp
- - AAEELG - - e
[le—="+al hsp3
- - - - A75440C e
mer—=rAr hsp3
- - - CY93aT e
hspd
- - - T/99R0C T1a-
hsp4
- E99450C 994350 E99450C E
Zlal hsph
- TI0729C T10729C TI0729C 1a-—
hsphb
- - - =13059C e
et —=|le hsphb
177094 G177 09A 177094 G17709A4 177094 Tab -
hspld
- - 20567 T - - 5
- - T20657 T - - o
- - AA7A2G - - 5
Lys—=i510
- - =21366T - - o
“al—=rlau
- - - - 223050 o
Val—Ley
- - T224R580 T224REC 5
Leu—=+Fro Leu—=+Pro
- - 232807 - - 5
Asp—=Tyr
- - - - T2415505 o
Cyvs—=Trp
- - T253530C T25353C T253530C Jc
Stop—=Gin | Stop—=Gn Stop—=Ein
- - - - T2560R20C Jc
- - T2R1RSC - - E
Thr—=lle
- - - - 278197 M
Cys—=Phe
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Um die Auswirkungen der Mutationen im 3c-Gen an Position nt 25353 und im S-Gen
an Position nt 22468 einzeln sowie in Kombination analysieren zu kénnen, wurden
mit Hilfe des revers-genetischen Systems drei rekombinante FCoVs hergestellt. (1)
ein rekombinantes FCoV 79-1146 mit einem intakten 3c-Gen; (2) ein rekombinantes
FCoV 79-1146, das im S-Gen an Position nt 22468 einen Nukleotidaustausch
aufweist, das den Aminosaureaustausch Leucin gegen Prolin zur Folge hat; (3) ein
rekombinantes FCoV 79-1146, das ahnlich zu den isolierten Genomen aus der Milz
und der Niere Uber beide Mutationen in Kombination verfiigt. In Abbildung 4.21 sind
die nachgebauten rekombinanten Viren mit den eingefihrten Nukleotidv-

eranderungen schematisch aufgefuhrt.

5-UTR 3-UTR
a)LI 1a I 1b I S I3abc EfM{N 7ab |I
A
T25353C
Stop—>Glutamin

5-UTR 3-UTR

b)u 1a I 1b S ISabc EfM{N Tab l_I
A
T22468C
Leucin—>Prolin

5-UTR 3-UTR

C)D 1a I 1b I 5 ISabc EfM{IN 7ab |_I

T22468C T25353C
Leucin=>Prolin Stop—> Glutamin

Abb. 4.21: Rekombinante feline Coronaviren mit eingefihrten Nukleotidveranderungen

a) rekFCoV 79-1146 A3c, Stop, mit dem eingefilhrten Nukleotidaustausch im 3c-Gen an Position nt
25353 (T>C), b) rekFCoV 79-1146 AS, mit dem eingefiihrten Nukleotidaustausch im S-Gen an
Position nt 22468 (T>C), c¢) rekFCoV 79-1146 A3c, Stop; AS, mit den eingeflihrten Nukleotid-

verdnderungen in den Genen S und 3c; schwarze Kreise: eingefiihrte Nukleotisaustausche.

4.1.6 Herstellung von vrekFCoV 79-1146 A3c, Stop, vrekFCoV 79-1146 AS und
vrekFCoV 79-1146 A3c, Stop; AS

Als Ausgangsmaterial fur die Herstellung von vrekFCoV A3c, Stop und vrekFCoV AS
diente das in Kapitel 4.1.2 hergestellte vrekFCoV 79-1146. Durch Vaccinia Virus
vermittelter homologer Rekombination in Verbindung mit Positiv- und Negativ-

selektion wurden die gewtinschten Nukleotidveranderungen eingefihrt.
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Nach Infektion von CV-1-Zellen mit vrekFCoV 79-1146 erfolgte eine Transfektion mit
dem Plasmid pGPT 245-3 bzw. pGPT 374-1 (siehe Kapitel 3.7.4, Tab. 3.4). Die
rekombinanten Vaccinia Viren, die nach erfolgter homologer Rekombination und drei
Runden Plaquereinigung unter GPT-Positivselektion das GPT-Gen anstelle des 3c-
bzw. S-Gens eingebaut hatten, wurden ermittelt und als Ausgangsmaterial flr den
Austausch des GPT-Gens durch die Sequenz mit der gewlnschten Mutation
eingesetzt. Daflr wurden CV-1-Zellen jeweils mit dem rekombinanten Vaccinia Virus
aus der Positivselektion infiziert und mit dem Plasmid pGemT 235-10 bzw. pGemT
370-2 (siehe Kapitel 3.7.4, Tab. 3.4) transfiziert. Nach einer erneuten doppelten
homologen Rekombination sowie drei Runden Plaquereinigung unter GPT-
Negativselektion wurden rekombinante Vaccinia Viren isoliert, die ein intaktes 3c-
Gen (vrekFCoV 79-1146 A3c, Stop) bzw. einen Nukleotidaustausch (T->C) an
Position nt 22468 im S-Gen (vrekFCoV 79-1146 AS) aufwiesen. Um die homologen
Rekombinationen und die eingeflhrten Mutationen zu uberprifen, wurde die DNA
von vrekFCoV 79-1146 A3c, Stop bzw. vrekFCoV 79-1146 AS aus infizierten Zellen
prapariert und die betroffenen Rekombinationsstellen mittels PCR amplifiziert und
sequenziert.

AnschlieBend erfolgte die Herstellung von vrekFCoV 79-1146 A3c, Stop; AS, das
beide Mutationen in Kombination aufweist. Als Ausgangsvirus wurde das
rekombinante Vaccinia Virus vrekFCoV 79-1146 A3c, Stop eingesetzt, da es bereits
Uber die eingefugte Mutation an Position nt 25353 im 3c-Gen verfligte. Die
Transfektion von vrekFCoV 79-1146 A3c, Stop infizierten CV-1-Zellen wurde mit dem
Plasmid pGPT 374-1 durchgefuhrt. Das rekombinante Vaccinia Virus, das aufgrund
homologer Rekombination und anschlieBender GPT-Positivselektion das GPT-Gen
anstelle des S-Gens eingebaut hatte, diente als Ausgangsmaterial fir den Austausch
durch die S-Gen-Sequenz mit gewilinschter Mutation. Die Transfektion der infizierten
CV-1-Zellen erfolgte mit dem Plasmid pGemT 370-2. Nach erfolgreicher GPT-
Negativselektion wurde ein rekombinantes Vaccinia Virus (vrekFCoV 79-1146 A3c,
Stop; AS) isoliert, das sowohl ein intaktes 3c-Gen als auch einen eingefligten
Nukleotidaustausch im S-Gen an Position nt 22468 aufwies. Genau wie bei
vrekKFCoV 79-1146 A3c, Stop und vrekFCoV 79-1146 AS erfolgte auch bei vrekFCoV
79-1146 A3c, Stop; AS eine Sequenzuberprifung der Rekombinationsstellen.
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4.1.7 Gewinnung von rekFCoV 79-1146 A3c, Stop, rekFCoV 79-1146 AS und
rekFCoV 79-1146 A3c, Stop; AS

Fur die Gewinnung der rekombinanten FCoVs rekFCoV A3c, Stop, rekFCoV AS und
rekFCoV A3c, Stop; AS wurde, wie in Kapitel 3.1.4.4 beschrieben, eine grol3e Menge
an qualitativ hochwertiger DNA von vrekFCoV 79-1146 A3c, Stop, vrekFCoV 79-
1146 AS bzw. vrekFCoV 79-1146 A3c, Stop; AS aus infizierten BHK-21-Zellen
prapariert (siehe Abb. 4.22). Anschliel3end erfolgte der Verdau der rekombinanten
Vaccinia Virus DNA mit dem Restriktionsenzym Clal.
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Abb. 4.22: Nachweis der rekombinanten Vaccinia Virus DNA von a) vrekFCoV 79-1146 A3c,
Stop, b) vrekFCoV 79-1146 AS und c) vrekFCoV 79-1146 A3c, Stop; AS

Die rekombinante Vaccinia Virus DNA besitzt eine Gréf3e von > 200 kb.

Die mittels Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigte Clal-verdaute rekombinante
Vaccinia Virus DNA von vrekFCoV 79-1146 A3c, Stop, vrekFCoV 79-1146 AS bzw.
vrekFCoV 79-1146 A3c, Stop; AS wurde anschlieend in vitro transkribiert (siehe
Abb. 4.23).
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Abb. 4.23: In vitro transkribierte rekombinante FCoV RNA von rekFCoV 79-1146 A3c, Stop;
rekFCoV 79-1146 AS und rekFCoV 79-1146 A3c, Stop; AS

Die in vitro transkribierte coronavirale RNA ist ca. 30 kb grof3.

Nach in vitro Transkription erfolgte die Elektroporation der rekFCoV RNA von
rekFCoV 79-1146 A3c, Stop, rekFCoV 79-1146 AS bzw. rekFCoV 79-1146 A3c,
Stop; AS in BHKgcov-n-Zellen. Zwei Tage nach Transfektion wurden 5 ml des
Uberstandes auf frische FCWF-4-Zellen gegeben. Wahrend die rekombinanten
FCoVs rekFCoV 79-1146 A3c, Stop und rekFCoV 79-1146 AS bereits nach 24
Stunden einen ZPE zeigten, war dieser bei rekFCoV 79-1146 A3c, Stop; AS erst
nach 48 Stunden sichtbar. Der Uberstand wurde als Stocklosung fir weitere
Experimente bei -70°C eingefroren. Aus den infizierten Zellen wurde Poly-(A)-RNA
fur RT-PCR-Analysen prépariert und die eingefiugten Nukleotidveranderungen mittels

Sequenzierung nachgewiesen.
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4.1.8 Wachstumsverhalten von rekFCoV 79-1146 A3c, Stop, rekFCoV 79-1146
AS und rekFCoV 79-1146 A3c, Stop; AS

Um zu analysieren, ob die einzelnen Mutationen sowie die Kombination der beiden
Mutationen Auswirkungen auf das Wachstumsverhalten der rekombinanten FCoVs
rekFCoV 79-1146 A3c, Stop, rekFCoV 79-1146 AS bzw. rekFCoV 79-1146 A3c,
Stop; AS im Vergleich zum rekFCoV 79-1146 und zum Wildtyp FCoV 79-1146
haben, erfolgte eine Infektion von FCWF-4-Zellen mit den funf Viren jeweils mit einer
MOI von 0,001. Die Uberstande wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Infektion (6h, 12h, 18h, 24h, 36h) geerntet und austitriert (Abb. 4.24).
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Abb. 4.24: Wachstumskinetik von rekFCoV 79-1146 A3c, Stop, rekFCoV 79-1146 AS und
rekFCoV 79-1146 A3c, Stop; AS im Vergleich mit rekFCoV 79-1146 und FCoV 79-1146
FCWF-4-Zellen wurden mit den Virussuspensionen infiziert (MOI 0,001) und der Uberstand jeweils 6h,
12h, 18h, 24h und 36h p.i. geerntet und titriert.

Aus Abbildung 4.24 geht hervor, dass der Verlauf der Wachstumskinetik bei den funf
Viren ahnlich war. Der Titer der Viren stieg 12 h p.i. stark an und erreichte 24 h p.i.

seinen hdochsten Stand. Wie in Kapitel 4.1.4.2 beschrieben, war das
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Wachstumsverhalten von rekFCoV 79-1146 mit dem des Wildtyps FCoV 79-1146
nahezu identisch; die erreichten Titer unterschieden sich zu keinem Zeitpunkt
signifikant voneinander. Die Titer der rekombinanten Viren rekFCoV 79-1146 A3c,
Stop, rekFCoV 79-1146 AS und rekFCoV 79-1146 A3c, Stop; AS zeigten
untereinander zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Abweichung. Verglichen mit den
Titern von rekFCoV 79-1146 und von FCoV 79-1146 wurde ein Unterschied 18 h p.i.
festgestellt. Wahrend der Titer 18 h p.i. von rekFCoV 79-1146 A 3c, Stop (@ 3,7 x 10°
PFU/mI) nicht signifikant von dem Titer des Wildtyps (@ 1,7 x 10° PFU/mI) (p = 0,084)
bzw. von dem Titer des rekFCoV 79-1146 (@ 7,3 x 10° PFU/ml) (p = 0,2) abwich,
unterschied sich der Titer von rekFCoV 79-1146 AS (@ 2,2 x 10° PFU/mI) signifikant
vom Titer des Wildtyp (p = 0,034). Die Doppelmutante rekFCoV 79-1146 A3c, Stop;
AS wies einen durchschnittlichenTiter von 1,6 x 10° PFU/ml auf und wich somit
signifikant von rekFCoV 79-1146 (p = 0,022) und vom Wildtyp (p = 0,011) ab.
24 h p.i. unterschieden sich die Titer von rekFCoV 79-1146 A3c, Stop (& 9,3 x 10°
PFU/mI), rekFCoV 79-1146 AS (@ 8,7 x 10° PFU/mI) und rekFCoV 79-1146 A3c,
Stop; AS (@ 7 x 10°> PFU/mI) allesamt signifikant von rekFCoV 79-1146 (& 3,1 x 10°
PFU/mI) (p = 0,019; p = 0,021 bzw. p = 0,009) und vom Wildtyp (& 3,3 x 10° PFU/mlI)
(p = 0,007; p = 0,010 bzw. p = 0,004). Die Ergebnisse lieRen vermuten, dass die
eingefiigten Nukleotidveranderungen, alleine und in Kombination, verglichen mit
rekFCoV 79-1146 und FCoV 79-1146 einen Einfluss auf den Titer der Viren in
Zellkultur haben. Um die Virulenz von rekFCoV 79-1146 A3c, Stop, rekFCoV 79-
1146 AS und rekFCoV 79-1146 A3c, Stop; AS zu bestimmen, sind in Zukunft

Infektionsversuche mit Katzen durchzufiihren.

4.2 Feline Coronaviren als Vektor

Neben der Herstellung von kompletten rekombinanten Virusgenomen spielen revers-
genetische Systeme auch eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Vektoren flr
die Expression von Reportergenen, die Herstellung von Impfstoffen und die
Therapie. Coronaviren bieten mehrere Vorteile als Vektoren: (1) diese Viren besitzen
das groRte RNA-Virus-Genom und haben Platz fir die Insertion von grofRen
Fremdgenen (Enjuanes et al., 2000). (2) Coronaviren sind einzelstrangige RNA-
Viren, die im Cytoplasma ohne eine DNA-Zwischenstufe replizieren; die Integration
des viralen Genoms in das Wirtszellgenom ist unwahrscheinlich (Lai und Cavanagh,
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1997; Enjuanes et al., 2001). (3) Der Tropismus von Coronaviren kann durch die
Veranderung des S-Gens verandert werden (Kuo et al., 2000; Sanchez et al., 1999;
de Haan et al., 2005). (4) Durch Deletion der gruppenspezifischen, akzessorischen
Gene konnen virulente Coronaviren in attenuierte Viren tberfuhrt werden (Haijema et
al., 2004; Brian und Baric, 2005; Lai et al., 2007). (5) Infektidse coronavirale cDNA ist

verfugbar fur die Konstruktion von Expressionssystemen.

4.2.1 FCoV als Vektor fur das Reportergen GFP

Um die coronaviralen Treffzellen identifizieren und die Replikation in diesen Zellen
mit hoher Empfindlichkeit untersuchen zu konnen, eignen sich besonders
coronavirale Vektoren, die Reportergene exprimieren. Das Serotyp | FCoV Stamm
Black hat sich bereits als Vektor flr die Expression von Reportergenen bewahrt
(Tekes et al., 2008a). Es war daher naheliegend, auch ein Reportergen-
exprimierendes Serotyp Il FCoV zu haben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das
rekombinante Serotyp Il FCoV Stamm 79-1146 als Vektor fur die Expression des
grin fluoreszierenden Reportergens GFP verwendet. Mittels Vaccinia Virus
vermittelter homologer Rekombination wurden die Gene 3abc von vrekFCoV 79-1146
durch das Reportergen GFP ersetzt (siehe Abb. 4.25).
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Abb. 4.25: Herstellung von vrekFCoV 79-1146, GFP
Die akzessorischen Gene 3abc von vrekFCoV 79-1146 wurden mit Hilfe der Vaccinia Virus

vermittelten homologen Rekombination in Verbindung mit GPT-Positiv- und Negativselektion durch

das grun fluoreszierende Reportergen GFP (griine Box) ersetzt.

Nach Infektion von CV-1-Zellen mit vrekFCoV 79-1146 erfolgte eine Transfektion mit
dem Plasmid pGPT 159-3 (siehe Kapitel 3.7.4, Tab. 3.4). Unter Nutzung der
Rekombination wurde das GPT-Gen und flankierende FCoV-Sequenzen anstelle der
Gene 3abc in die coronavirale cDNA integriert. Im Anschluss an drei Runden
Plaquereinigung unter GPT-Positivselektion wurde ein rekombinantes Vaccinia Virus
selektiert, das anstelle der Gene 3abc das GPT-Gen aufwies. Dieses Virus diente
anschlielBend als Ausgangsmaterial fir den Austausch des GPT-Gens durch das
GFP-Gen. Die Transfektion der infizierten CV-1-Zellen erfolgte mit dem Plasmid
pGemT 277-4-1(siehe Kapitel 3.7.4, Tab. 3.4). Nach einer erneuten doppelten
homologen Rekombination wurde das GPT-Gen durch das Reportergen GFP ersetzt.
Die Isolierung des rekombinanten Vaccinia Virus vrekFCoV 79-1146, GFP erfolgte
durch Negativselektion. Um rekFCoV 79-1146, GFP zu gewinnen, wurde wie in
Kapitel 3.1.4.4 beschrieben, DNA aus vrekFCoV 79-1146, GFP infizierten BHK-21-
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Zellen in praparativem MaRstab hergestellt (siehe Abb. 4.26 (a)), mit dem
Restriktionsenzym Clal verdaut und in vitro transkribiert (siehe Abb. 4.26 (b)).
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Abb. 4.26: Nachweis der (a) rekombinanten Vaccinia Virus DNA von vrekFCoV 79-1146, GFP
und (b) in vitro transkribierten RNA von rekFCoV 79-1146, GFP
Die rekombinante Vaccinia Virus DNA besitzt eine Grof3e von > 200 kb; die in vitro transkribierte

coronavirale RNA ist ca. 30 kb groR.

Die von rekFCoV 79-1146, GFP synthetisierte RNA wurde in BHKgcov-n-Zellen
elektroporiert und mit FCWF-4-Zellen kokultiviert. Der Uberstand wurde nach 48 h
geerntet und diente fur die Infektion von frischen FCWF-4-Zellen. Bereits 24 h p.i. lag
ein ZPE in Form einer Zelllyse vor. Der Uberstand wurde als Stocklosung fir weitere
Experimente bei -70°C eingefroren. AnschlieRend wurde untersucht, ob die
eingeflihrte GFP-Gensequenz Uber mehrere Passagen stabil in das coronavirale
Genom rekFCoV 79-1146 anstelle der Gene 3abc integriert war. Daflr wurde aus
infizierten Zellen der Passagen 1-4 Poly-(A)-RNA préapariert und fir RT-PCR-
Analysen verwendet. Mittels Sequenzierung wurde die stabile Integration des GFP-
Gens anstelle der Gene 3abc nachgewiesen. Um zu uberprifen, ob das GFP-Gen
auch stabil heterolog exprimiert wird, wurden FCWF-4-Zellen mit rekFCoV 79-1146,
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GFP infiziert (MOI 0,001) und 24h p.i. mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Ein
Grol3teil der infizierten Zellen zeigte eine starke Fluoreszenz (siehe Abb. 4.27).

Abb. 4.27: Nachweis der GFP-Expression nach Infektion von FCWF-4-Zellen mit rekFCoV 79-
1146, GFP

FCWF-4-Zellen wurden mit einer MOI von 0,001 infiziert. 24h p.i. wurde das Medium abgenommen
und die Zellen auf eine griine Fluoreszenz Uberpriift. a) Zellen im Durchlicht; b) Fluoreszenz; c)

Overlay

Nachdem bestatigt werden konnte, dass das GFP-Gen stabil tber mehrere
Passagen heterolog exprimiert wird, folgte die Charakterisierung des GFP-
exprimierenden rekombinanten Serotyp I FCoV Stamm 79-1146 hinsichtlich
Wachstumskinetik und Plaquemorphologie im Vergleich zu dem GFP-exprimierenden
rekombinanten Serotyp | FCoV Stamm Black (rekFCoV Black, GFP). Das
rekombinante Serotyp | GFP-Virus wurde von Dr. Gergely Tekes im Rahmen seiner
Doktorarbeit hergestellt (Tekes, 2008b). Bei dem phanotypischen Vergleich der GFP-
Viren mit dem jeweiligen rekombinanten Ausgangsvirus rekFCoV Black (Tekes,
2008b) bzw. rekFCoV 79-1146 (Daten nicht gezeigt) wurden keine signifikanten

Unterschiede festgestellt. Hingegen bestehen deutliche Unterschiede zwischen dem
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rekombinanten Serotyp | FCoV Stamm Black und dem rekombinanten Serotyp Il
FCoV Stamm 79-1146 bzw. zwischen den Wildtypen hinsichtlich Wachstumskinetik
und Plaguemorphologie (Tekes, 2008b; siehe Kapitel 4.1.4.2 und 4.1.4.3).

4.2.1.1 Wachstumskinetik

Fur die Analyse des Wachstumsverhaltens des GFP-exprimierenden rekombinanten
Serotyp Il FCoV 79-1146 im Vergleich zu dem GFP-exprimierenden rekombinanten
Serotyp | FCoV Black wurden von beiden Viren die Stocklésungen auf FCWF-4-
Zellen austitriert. Anhand der erhaltenen Titer wurden FCWF-4-Zellen in einer 12-
Loch Platte mit einer MOI von 0,001 infiziert und die Uberstande zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Infektion (6h, 12h, 18h, 24h, 36h, 48h, 60h) geerntet. Im

Anschluss erfolgte erneut eine Titration der Uberstande (Abb. 4.28).
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Abb. 4.28: Wachstumskinetik von rekFCoV 79-1146, GFP im Vergleich zu rekFCoV Black, GFP
FCWEF-4-Zellen wurden mit den Virussuspensionen infiziert (MOl 0,001), der Uberstand von rekFCoV
79-1146, GFP 6h, 12h, 18h, 24h und 36h p.i. und von rekFCoV Black, GFP 6h, 12h, 18h, 24h, 36h,
48h und 60h p.i. geerntet und jeweils titriert.
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Abbildung 4.28 zeigt wie erwartet, dass sich der Verlauf der Wachstumskinetik sowie
die erreichten Titer der rekombinanten GFP-Viren (Serotyp | und II) deutlich
voneinander unterschieden. Wahrend das rekombinante Serotyp Il GFP-Virus
12 h p.i. bereits einen durchschnittlichen Titer von 1 x 10° PFU/ml aufwies und
24h p.i. den Héhepunkt mit einem Titer im Durchschnitt von 1 x 10° PFU/ml erreichte,
replizierte das rekombinante Serotyp | GFP-Virus sehr viel langsamer. 12 h p.i. wies
dieser einen Titer von ca. 4 x 10' PFU/ml auf (p < 0,0001) und erreichte einen
maximalen Titer von ca. 2 x 10* PFU/ml 48h p.i. (p < 0,0001). Auch die Titer 18 h p.i.
(p < 0,0001) und 36 h p.i. (p = 0,0016) unterschieden sich im Vergleich zum Serotyp
Il GFP-Virus signifikant. Das GFP-exprimierende rekombinante Serotyp II FCoV
replizierte im Vergleich zu dem GFP-exprimierenden Serotyp | FCoV schneller und

erreichte somit héhere Titer.

4.2.1.2 Plaguemorphologie

FCWF-4-Zellen, die mit dem rekombinanten Serotyp Il GFP-Virus infiziert wurden,
zeigten bereits 24 h p.i. einen ZPE in Form einer Zelllyse. Ein sichtbarer ZPE trat bei
den rekombinanten Serotyp | GFP-Virus infizierten Zellen erst 48 h p.i. auf. Die
durchschnittliche PlaquegrofRe von rekFCoV 79-1146, GFP betrug 55 h p.i
0,823 mm, die von rekFCoV Black, GFP 0,233 mm (p > 0,001). Somit waren bei der
Plaquemorphologie zwischen dem GFP-exprimierenden rekombinanten Serotyp I
FCoV und dem GFP-exprimierenden rekombinanten Serotyp | FCoV signifikante
Unterschiede zu beobachten (siehe Abb. 4.29).

a) b)
Abb. 4.29: Plaguemorphologie von (a) rekFCoV 79-1146, GFP im Vergleich zum (b) rekFCoV
Black, GFP

FCWF-4-Zellen wurden mit einer geeigneten Verdinnung der Stocklosung des jeweiligen Virus
infiziert, mit Carboxymethylcellulose-Medium Uberschichtet und fur 55 h inkubiert. AnschlieRend

wurden die Zellen fixiert und mit Kristallviolett gefarbt.
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4.2.2 Expression von caliciviralen Genen

Um coronavirale Vektoren als Kandidaten fur die Herstellung von Impfstoffen gegen
Infektionskrankheiten der Katze zu untersuchen, wurde das rekombinante feline
Coronavirus Serotyp | Stamm Black (rekFCoV Black) fir die heterologe Expression
der Strukturproteingene von dem veterindrmedizinisch bedeutsamen felinen
Calicivirus (FCV) verwendet. Das feline Calicivirus gehort innerhalb der Familie
Caliciviridae zum Genus Vesivirus und verursacht bei der Katze in erster Linie
Erkrankungen des oberen Respirationstraktes. Es besitzt eine einzelstrangige RNA
in Plusstrangorientierung mit einer GréRe von ca. 7,7 kb. Das Genom enthalt drei
ORFs; ORF 1 kodiert fur ein Nichtstrukturpolyprotein, ORF2 kodiert ein
Vorlauferprotein, das nach Abspaltung der N-terminalen 124 Aminoséuren das
Kapsidprotein bildet, und ORF 3 kodiert ein kleines, basisches Strukturprotein,
dessen weitere Funktion nicht geklart ist. Da Letzteres vermutlich die Stabilitéat des
Kapsidproteins in vivo erhoht (Bertolotti-Ciarlet et al., 2003), wurde nicht nur ORF 2,
sondern auch ORF 3 in das coronavirale Genom eingefuhrt (siehe Abb. 4.30). Die
calicivirale Sequenz stammt aus dem Plasmid pCH1, das uns freundlicherweise von
Prof. Dr. Gregor Meyers (Institut fir Immunologie, Friedrich-Loeffler-Institut, Insel
Riems) zur Verfugung gestellt wurde. Das Plasmid enthalt ORF 2 (nt 1-2007) und
ORF 3 (nt 2004-2324) des felinen Calicivirus Stamm 2024 (Thumfart und Meyers,
2002).
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Abb. 4.30: Genomorganisation des felinen Calicivirus

Das Genom beinhaltet drei ORFs. ORF 2 kodiert ein Vorlauferprotein, das nach Abspaltung der ersten
124 Aminosauren vom N-terminalen Ende das Kapsidprotein bildet. Die Spaltstelle ist mit einem
schwarzen Pfeil markiert. ORF2 und ORF3 iberlappen mit vier Nukleotiden und werden von einer
subgenomischen RNA exprimiert. Der Teil, der in das FCoV-Genom eingefuihrt werden soll, ist lila

hinterlegt.

Um zu Uberprifen, an welcher Stelle im coronaviralen Genom eine stabile
Expression des viralen Fremdgens gewahrleistet ist, wurden mit Hilfe des revers-
genetischen Systems rekombinante feline Coronaviren hergestellt, die die beiden
FCV-ORFs entweder anstelle der gruppenspezifischen Gene 3abc (rekFCoV Black
A3abc, FCV) besitzt (siehe Abb. 4.31 (a)) oder dessen Gene 7ab durch die FCV-
ORFs 2 und 3 ersetzt wurden (rekFCoV Black A7ab, FCV) (siehe Abb. 4.31 (b)).
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Abb. 4.31: (a) rekFCoV Black A3abc, FCV und (b) rekFCoV Black A7ab, FCV

Das rekombinante FCoV rekFCoV Black A3abc, FCV besitzt anstelle der Gene 3abc den ORF 2 und
ORF 3 des felinen Calicivirus Stamm 2024 (graue Box) (a). In rekFCoV Black A7ab, FCV befinden
sich die viralen Fremdgene anstelle der Gene 7ab (b).

Dr. Gergely Tekes hatte bereits 2006 mit diesem Projekt begonnen. Daher stand
sowohl fir den Austausch der Gene 3abc als auch der Gene 7ab durch die FCV-
Strukturproteingene je ein rekombinantes Vaccinia Virus zur Verfiigung, das anstelle
der Gene 3abc bzw. 7ab das GPT-Gen enthielt. Auch die Plasmide pGemT 438-7
und pGemT 438-11 (siehe Kapitel 3.7.4, Tab. 3.4) wurden bereits von Dr. Gergely
Tekes konstruiert, sodass direkt mit den Negativselektionen begonnen werden
konnte. Dafir wurden CV-1-Zellen mit den rekombinanten Vaccinia Viren infiziert und
mit dem Plasmid pGemT 438-7 bzw. pGemT 438-11 transfiziert. Nach einer
doppelten homologen Rekombination sowie drei Runden Plaquereinigung unter
GPT-Negativselektion wurde ein rekombinantes Vaccinia Virus (vrekFCoV Black
A3abc, FCV bzw. vrekFCoV Black A7ab, FCV) isoliert, das die FCV-ORFs 2 und 3
anstatt der coronaviralen Gene 3abc bzw. 7ab aufwies. Fir die Gewinnung der
rekombinanten FCoVs rekFCoV Black A3abc, FCV und rekFCoV Black A7ab, FCV
wurde, wie in Kapitel 3.1.4.4 beschrieben, eine gro3e Menge an qualitativ
hochwertiger DNA von vrekFCoV Black A3abc, FCV bzw. vrekFCoV Black A7ab,
FCV aus infizierten BHK-21-Zellen prapariert (siehe Abb. 4.32 (a) und (c)). Nach dem
Verdau mit dem Restriktionsenzym Clal wurde die rekombinante Vaccinia Virus DNA
in vitro transkribiert (siehe Abb. 4.32 (b) und (d)).
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Abb. 4.32: Nachweis der rekombinanten Vaccinia Virus DNA von (a) vrekFCoV Black A3abc,
FCV und (c) vrekFCoV Black A7ab, FCV sowie der in vitro transkribierten RNA von (b) rekFCoV
Black A3abc, FCV und (d) rekFCoV Black A7ab, FCV

Die rekombinante Vaccinia Virus DNA besitzt eine GroRe von > 200 kb; die in vitro transkribierte
coronavirale RNA ist ca. 30 kb grof.

Nach Elektroporation der RNA von rekFCoV Black A3abc, FCV bzw. rekFCoV Black
A7ab, FCV in BHKgcov-n-Zellen erfolgte eine Kokultivierung mit FCWF-4-Zellen. Der
Uberstand wurde nach 48 h geerntet und fir die Infektion von frischen FCWF-4-
Zellen verwendet. Beide rekombinanten Viren replizierten sehr langsam und fuhrten
erst 96 h p.i. zu einem ZPE. Der Uberstand wurde als Stocklosung fiir weitere
Experimente bei -70°C eingefroren. Um zu untersuchen, ob die eingeflhrten
Fremdgene Uber mehrere Passagen stabil in das coronavirale Genom rekFCoV
integriert waren, wurde aus infizierten Zellen der Passagen 1-4 Poly-(A)-RNA fur RT-
PCR-Analysen prapariert. Die betroffenen Rekombinationsstellen sowie der
calicivirale ORF 2 und ORF 3 wurden amplifiziert und sequenziert. Beide
rekombinanten Viren wiesen bereits nach der ersten Passage grof3e Deletionen in

den Strukturproteingensequenzen auf (siehe Abb. 4.33).
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Abb. 4.33: Schematische Darstellung der Deletionen im caliciviralen ORF 2 und ORF 3 von
rekFCoV Black A3abc, FCV und rekFCoV Black A7ab, FCV

Nach der Gewinnung der beiden rekombinanten Viren konnte mit Hilfe der Sequenzierung bei
rekFCoV Black A3abc, FCV eine 1,497 kb grof3e Deletion und bei rekFCoV Black A7ab, FCV eine
0,895 kb groRRe Deletion in den eingefuihrten caliciviralen Genen festgestellt werden. ORF 2 + ORF 3
von FCV besitzen zusammen eine Grdf3e von 2,324 kb.

Die Sequenzierung der Rekombinationsstellen und der FCV-ORFs 2 und 3 zeigte,
dass die caliciviralen Gene weder anstelle der Gene 3abc noch anstelle der Gene
7ab stabil in das coronavirale Genom eingebaut werden konnten. Die doppelte
homologe Rekombination war in beiden Fallen erfolgreich, jedoch wurde jeweils ein
mittig gelegener groRer Sequenzbereich der eingefiigten heterologen Sequenz
deletiert. Bei rekFCoV Black A3abc, FCV befand sich bereits nach der ersten
Passage nur noch der Bereich nt 1-766 und nt 2263-2324 der Fremdgene in dem
coronaviralen Genom; ca. 1,5 kb wurden deletiert. RekFCoV Black A7ab, FCV wies
eine ca. 0,9 kb grolRe Deletion auf. Die Bereiche nt 1-1409 und nt 2304-2324 waren
integriert.

4.3 Treffzellen fur feline Coronaviren

Feline Coronaviren sind fir ihr Potenzial, ihren Zelltropismus zu andern, bekannt.
Dieser Tropismuswechsel geht mit einer Veranderung der Pathogenitat einher.
Wahrend sich FECV primar in Epithelzellen des Intestinaltraktes vermehrt, weist
FIPV einen verstarkten Tropismus fir Monozyten/Makrophagen auf. Eine effiziente
Replikation in Monozyten/Makrophagen ist fir die Pathogenese von FIP von

zentraler Bedeutung (Stoddart und Scott, 1989). Jedoch haben Infektionsstudien mit
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Serotyp | und Serotyp Il FIPVs gezeigt, dass sich nur ein geringer Prozentsatz dieser
Zellen infizieren lasst (Dewerchin et al., 2005; Tekes et al., 2008a). Daher stellt sich
die Frage, ob auch andere Blutzellen mit FIPV infiziert werden kénnen und somit als
Treffzellen in Frage kommen. Fur den Nachweis der zellularen Treffzellen von FIPVs
wurden feline Leukozyten aus dem peripheren Blut (PBMC: Lymphozyten,
Monozyten) gewonnen, analysiert und sowohl mit dem GFP-exprimierenden
rekombinanten Serotyp 1l FCoV als auch mit dem GFP-exprimierenden

rekombinanten Serotyp | FCoV infiziert.

4.3.1 Isolierung und Analyse von felinen PBMC

Fur die Analyse von felinen Lymphozyten und Monozyten wurden zunachst von vier
SPF (specific pathogen free)- Katzen (J6, 7, T1, Ul), die seronegativ fur feline
Coronaviren waren, PBMC Uber einen Ficoll-Paque isoliert (siehe Kapitel 3.6.7.1).
Der prozentuale Anteil an T- und B-Zellen in der Lymphozytenpopulation der felinen
PBMC wurde mit Hilfe des FACS ermittelt (siehe Abb. 4.34). Die Identifizierung der
Lymphozytenpopulation erfolgte unter Verwendung des Vorwarts- und Seitwarts-
streulichts. Fir die FACS-Analyse wurden je Katze 0,5 x 10° Zellen mit den
Antikdrpern anti-CD5, FITC konjugiert (spezifisch gegen T-Zellen) und anti-
B220/CD45R, PerCP konjugiert (spezifisch gegen B-Zellen) gefarbt. Im Durchschnitt
sind ca 50% der felinen Lymphozyten in den PBMC Trager von CD5, einem fiur T-
Zellen spezifischen Oberflachenmolekil. Etwa 40% der felinen Lymphozyten in den
PBMC exprimieren B220, ein fur B-Zellen spezifisches Oberflachenmolekul. Trager
von CD5 sowie B220 sind ca. 5% der Lymphozyten in den PMBCs. 10% der
Lymphozyten exprimieren weder CD5 noch B220 (siehe Abb. 4.34).
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Abb. 4.34: Verteilung der T- und B-Zellen in felinen Blutzellen

Mit Hilfe des FACS konnte der durchschnittliche prozentuale Anteil von T- und B-Zellen in den felinen
Lymphozyten ermittelt werden. Daflr wurde ein Teil der isolierten PBMC sowohl mit dem murinen
FITC-markierten Antikérper anti-CD5 (1:1000), der spezifisch gegen Oberflachenmolekile der felinen
T-Zellen gerichtet ist, als auch mit dem PerCP-markierten Antikdrper aus der Ratte anti-B220/CD45R
(spezifisch gegen Oberflachenmolekile der B-Zellen) (1:500) gefarbt.

Desweiteren erfolgte die Ermittlung des prozentualen Anteils von CD13- und CD14-
positiven B-Zellen (siehe Abb. 4.35 (a)). Fur die Analyse wurden aus den felinen
PBMC CD13- und CD14-positive Zellen mit Hilfe der magnetischen Markierung
isoliert (siehe Kapitel 3.6.7.3) und mit den Antikbrpern anti-B220/CD45R, PerCP
konjugiert (spezifisch gegen B-Zellen), anti-CD13, APC konjugiert (spezifisch gegen
CD13, fAPN) und anti-CD14, Biotin konjugiert (spezifisch gegen CD14) (Nachweis
Uber SA-PC7) gefarbt. Im Durchschnitt waren 20% der B220-positiven Zellen Trager
des Oberflachenmolekiils CD13 und 70% der B220-positiven Zellen waren positiv fur
CD14. Die restlichen 10% waren weder positiv fir CD13 noch fur CD14. Nach Sladek
und Rysanek (2008) wird das Oberflachenmolekil CD14 vorwiegend auf
Monozyten/Makrophagen exprimiert. Um zu untersuchen, in welchen mononuklearen
Zellen des peripheren Blutes CD13, der zellulare Rezeptor fir Serotyp Il FCoVs,
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exprimiert wird, erfolgte die Farbung der PBMC mit den Antikérpern anti-
B220/CD45R, PerCP konjugiert, anti-CD5, FITC konjugiert und anti-CD13, APC
konjugiert (spezifisch gegen CD13). Die CD13-Expression wurde in der
Monozytenpopulation sowie in der Lymphozytenpopulation analysiert (siehe Abb.
4.35 (b)). Die FACS-Analysen zeigen, dass in den vier Katzen Ul, T1, 7, J6 die
Hauptpopulation, die den zellularen Rezeptor (CD13) fur Serotyp Il FCoV exprimiert,
aus B220-positiven Zellen bestand (durchschnittlich ca. 20%). Die Monozyten
exprimierten kaum CD13 (durchschnittlich ca. 1,5%) und die CD5-positiven Zellen

waren negativ fir CD13 (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.35: Expression von CD13 und CD14

Mit Hilfe des FACS konnte (a) der prozentuale Anteil von B220-positiven Zellen, die CD13 und CD14
exprimieren, ermittelt und (b) die CD13-Expression in B220-positiven Zellen und
Monozyten/Makrophagen gezeigt werden. Dafur wurden aus der PBMC-Suspension CD13- und
CD14-positive Zellen isoliert und mit den Antikdrpern anti-B220/CD45R, PerCP konjugiert (spezifisch
gegen B-Zellen) (1:500), anti-CD5, FITC konjugiert (1:1000), anti-CD13, APC konjugiert (spezifisch
gegen CD13, fAPN) (1:1000) und anti-CD14, Biotin konjugiert (spezifisch gegen CD14) (1:100)
(Nachweis Uber SA-PC7) gefarbt. In Abb. 4.35(b) oben links sind die Lymphozyten- und die
Monozytenpopulation markiert.
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4.3.2 Infektion von felinen PBMC und CD14-positiven Zellen mit rekFCoV 79-
1146, GFP

Fur die Analyse der Treffzellen von felinen Coronaviren wurden in dem ersten
Infektionsversuch frisch isolierte PBMC und CD14-positive Zellen der PBMC der vier
SPF-Katzen (T1, U1, J6, 7) sowohl mit dem GFP-exprimierenden Serotyp Il FCoV als
auch mit dem GFP-exprimierenden Serotyp | FCoV infiziert. Die Isolierung der CD14-
positiven Zellen aus den PBMC erfolgte mittels magnetischer Markierung (siehe
Kapitel 3.6.7.3). Aufgrund der FACS-Analysen hinsichtlich der CD14-Expression in B-
Zellen konnte das Oberflachenmolekil CD14 nicht mehr als spezifischer Marker fur
Monozyten/Makrophagen angesehen werden. In der CD14-positiven Zellpopulation
befanden sich somit Lymphozyten und Monozyten/Makrophagen. Da das
rekombinante Serotyp | GFP-Virus nur einen maximalen Titer von 1,3 x 10°> PFU/m
erreicht hatte, konnte im Vergleich zu dem rekombinanten Serotyp Il GFP-Virus
(7 x 10° PFU/mI) nur mit einer relativ geringen MOI infiziert werden. Die Infektion der
PBMC mit rekFCoV Black, GFP erfolgte mit einer MOI von 0,13; mit rekFCoV 79-
1146, GFP mit einer MOI von 7. Die Infektion von CD14-positiven Zellen mit rekFCoV
Black, GFP erfolgte mit einer MOI von 0,3; mit rekFCoV 79-1146, GFP mit einer MOI
von 17,5. Die Zellen wurden anschlieend 24 h, 48 h und 72 h p.i. mittels
Fluoreszenzmikroskopie auf GFP-Expression untersucht (siehe Abb. 4.36).

rekFCoV Black, rekFCoV 79-1146, rekFCoV Black, rekFCoV 79-1146,
GFP GFP GFP GFP

Serotyp | Serotyp I Serotyp | Serotyp Il

Katze T1

Katze U1 =

( MOI10,13 MOl 7 ) MOI0,3 MOI17,5 J

Y Y
PBMC CD14-positive Zellen
24h p.i. 24h p.i.
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Abb. 4.36: Infektion von felinen PBMC sowie CD14-positiven Zellen mit GFP-exprimierenden
rekombinanten FCoVs

Feline PBMC sowie CD14-positive Zellen von den SPF-Katzen U1, T1, J6 und 7 wurden mit
rekFCoV Black, GFP mit einer MOI von 0,13 bzw. 0,3 und mit rekFCoV 79-1146, GFP mit einer MOI
von 7 bzw. 17,5 infiziert. 24 h, 48 h und 72 h p.i. wurden die Zellen mit Hilfe der Fluoreszenz-

mikroskopie bei einer VergrofRerung von 1:10 auf GFP-Expression untersucht.

Nach Inkubation mit dem GFP-exprimierenden rekombinanten Serotyp | FCoV
konnte sowohl bei den PBMC als auch bei den CD14-positiven Zellen zu keinem
Zeitpunkt eine GFP-Expression detektiert werden. Im Gegensatz zu dem Serotyp |
GFP-Virus wurde eine GFP-Expression bei wenigen der CD14-positiven Zellen nach
Inkubation mit dem GFP-exprimierenden rekombinanten Serotyp Il FCoV festgestellt.
Der Prozentsatz Serotyp Il FCoV infizierter PBMC war so gering, dass kaum eine
GFP-Expression detektiert werden konnte.

Ein weiterer Infektionsversuch erfolgte mit Zellen von vier verschiedenen FCoV-
seropositiven Katzen. Diesmal wurden Monozyten/Makrophagen und CD14-positive
Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach ihrer Isolierung aus dem Katzenblut (24 h,
72 h und 168 h) mit rekFCoV 79-1146, GFP (MOl 2) infiziert. Die
Monozyten/Makrophagen wurden mit Hilfe der Plastikadhéarenz (siehe Kapitel
3.6.7.2), die CD14-positiven Zellen mittels magnetischer Markierung (siehe Kapitel
3.6.7.3) aus den felinen PBMC isoliert. Fir den Nachweis der Replikation des
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rekombinanten Serotyp Il GFP-Virus in den Zellen wurden nach jeder Infektion die
Uberstande der infizierten Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0 h, 6 h, 9 h, 12
h, 24 h, 48 h, 72 h) geerntet und als Ausgangsmaterial fur die Titerbestimmung
verwendet (siehe Kapitel 3.7.1 und Abb. 4.37).
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Abb. 4.37: Wachstumskinetik von rekFCoV 79-1146, GFP in felinen Blutzellen

(&) Monozyten/Makrophagen und (b) CD14-positive Zellen wurden mit dem GFP-exprimierenden
rekombinanten Serotyp I FCoV jeweils 24 h (erster Infektionsversuch), 72 h (zweiter
Infektionsversuch) und 168 h (dritter Infektionsversuch) nach ihrer Kultivierung mit einer MOI von 2
infiziert und die Uberstande Oh, 6 h, 9 h, 12 h, 24 h, 48 h und 72 h p.i. geerntet und titriert.

In Abbildung 4.37(a) ist zu sehen, dass zu allen drei Zeitpunkten (24 h, 72 h, 168 h)
nach der Zellisolierung eine Replikation des GFP-exprimierenden rekombinanten
Serotyp Il FCoV in den isolierten Monozyten/Makrophagen detektiert werden konnte.
Der Ausgangstiter zum Zeitpunkt Null lag nach jeder Infektion durchschnittlich bei
1 x 10° PFU/ml. Der relativ hohe Titer zum Zeitpunkt Null kam dadurch zustande, da
die Zellen (Monozyten/Makrophagen und CD14-positive Zellen) nach Inkubation mit
dem Virus nicht gewaschen wurden und die Virussuspension somit auf den Zellen
blieb. Der Waschschritt bei diesen Infektionsversuchen wurde weggelassen, da sich
die CD14-positiven Zellen zum Teil in Suspension befanden. Um die beiden

Zellpopulationen miteinander vergleichen zu kodnnen, wurden die adhéarenten
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Monozyten/Makrophagen gleich behandelt. Wahrend die Vermehrung in den
Monozyten/Makrophagen, die 24 h nach der Kultivierung infiziert wurden, sehr gering
war, nahmen die Titer bei den Zellen, die 72 h und 168 h nach der Kultivierung
infiziert wurden, deutlich zu. So stieg der Titer im ersten Infektionsversuch 12 h p.i.
auf 3 x 10 PFU/ml und erreichte 72 h p.i. einen maximalen Titer von durchschnittlich
ca. 1 x 10* PFU/ml. Im Vergleich mit dem Ausgangstiter wurde ein Zuwachs von
einer logio-Stufe erreicht. Wurden die Monozyten/Makrophagen 72 h nach der
Isolierung infiziert, wurde 12 h p.i. im Durchschnitt ein Titer von ca 6 x 10° PFU/mlI
erreicht und 72 h p.i. ein maximaler Titer von 2,5 x 10* PFU/mI. Die erreichten Titer
aus dem dritten Infektionsversuch unterschieden sich signifikant von den Titern, die
im ersten Infektionsversuch erreicht wurden. Bereits 12 h p.i. stieg der Titer auf ca.
1,5 x 10* PFU/ml (p < 0,001) und erreichte 72 h p.i. einen Wert von ca. 1 x 10°
PFU/mI (p = 0,002). Dies sind zwei logio-Stufen hoher als die Ausgangskonzentration
und eine logio-Stufe hoher im Vergleich zum ersten Infektionsversuch. In den drei
Infektionsversuchen stiegen die Titer kontinuierlich an und erreichten in den ersten
beiden Versuchen 72 h p.i. und im dritten Versuch 48 h p.i den hdchsten
gemessenen Titer. Die Abbildung 4.37(b) zeigt die Wachstumskinetik des GFP-
exprimierenden rekombinanten Serotyp Il FCoV in CD14-positiven Zellen in den drei
Infektionsversuchen. Die durchschnittliche Ausgangskonzentration zum Zeitpunkt
Null lag hier bei ca. 1,4 x 10° PFU/mL. In den ersten beiden Infektionsversuchen (24 h
und 72 h nach Zellisolierung) konnte nur eine vernachlassigbar geringe Replikation
des GFP-Virus in den ersten 9 h p.i. festgestellt werden. Im ersten Infektionsversuch
stieg der Titer 9 h p.i. minimal auf 1,9 x 10° PFU/ml bzw. auf 3,02 x 10® PFU/ml im
zweiten Infektionsversuch. Ab 12 h p.i. nahmen der Titer kontinuierlich ab und
sanken wunter den Ausgangstiter. Im Gegensatz zu den ersten beiden
Infektionsversuchen konnte eine deutliche Replikation in den CD14-positiven Zellen
detektiert werden, wenn sie 168 h nach ihrer Isolierung infiziert wurden. Wahrend in
den ersten 9 h p.i. keine Vermehrung stattfand, stieg der Titer 12 h p.i. auf 3,8 x 10°
PFU/ml und erreichte 48 h p.i. ein Maximum von 4,6 x 10* PFU/mI. Dies ist tiber eine
logio-Stufe héher als die Ausgangskonzentration.

Unter Verwendung der Fluoreszenzmikroskopie wurde zudem nach jeder Infektion
die GFP-Expression in den Zellen zu drei verschiedenen Zeitpunkten (24 h, 48 h,
72 h) Uberpruft (siehe Abb. 4.38) und der Prozentsatz infizierter Zellen semi-
guantitativ ermittelt (siehe Abb. 4.39).
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Abb. 4.38: GFP-Expression in felinen Monozyten/Makrophagen sowie CD14-positiven Zellen
Feline Monozyten/Makrophagen sowie CD14-positive Zellen wurden mit dem GFP-exprimierenden
rekombinanten Serotyp Il FCoV jeweils 24 h, 72 h und 168 h nach ihrer Kultivierung mit einer MOI von
2 infiziert und 24 h, 48 h und 72 h p.i. mittels Fluoreszenzmikroskopie bei einer 20-fachen
VergroRerung auf GFP-Expression tberpriift.

117



ERGEBNISSE

—
o o
o o

3]
o

-~
o

(@)}
o

W24 hp.i
W48 hp.i
m72hp.i

I
o

w
o

N
o

Prozentsatz infizierter
Monozyten/ Makrophagen (%)
o 3
—

o
|

a) 24 h nach 72 h nach 168 h nach
Zellisolierung Zellisolierung Zellisolierung

50
45
40
35

30
25 H24hp.i

20 H48 h p.i.
15 B72hp.i

10

Prozentsatz infizierter
CD14+ Zellen (%)

24 h nach 72 h nach 168 h nach
Zellisolierung Zellisolierung Zellisolierung

Abb. 4.39: Prozentsatz positiver Zellen nach Infektion mit dem GFP-exprimierenden
rekombinanten Serotyp Il FCoV

(&) Monozyten/Makrophagen und (b) CD14-positive Zellen wurden mit dem GFP-exprimierenden
rekombinanten Serotyp Il FCoV jeweils 24 h, 72 h und 168 h nach ihrer Kultivierung mit einer MOI von

2 infiziert und der Prozentsatz infizierter Zellen 24 h, 48 h und 72 h p.i. semiquantitativ ermittelt.

Die Abbildungen 4.38 und 4.39 zeigen, dass im ersten Infektionsversuch (24 h nach
Zellisolierung) nach Inkubation mit dem GFP-exprimierenden rekombinanten Serotyp
Il FCoV nur bei wenigen Monozyten/Makrophagen und CD14-positiven Zellen eine
GFP-Expression mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops detektiert werden konnte. Der
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Prozentsatz infizierter Monozyten/Makrophagen lag 24 h p.i. bei 1,7%, 48 h p.i. bei
4,8% und 72 h p.i. bei 4,7% und unterschied sich bereits 24 h nach der Zellisolierung
signifikant von dem Prozentsatz infizierter CD14-positiver Zellen. Bei den CD14-
positiven Zellen konnten 24 h p.i. durchschnittlich 0,2% (p = 0,008), 48 h p.i. 0,7%
(p = 0,01) und 72 h p.i. ebenfalls 0,7% (p = 0,037) infiziert werden. Im zweiten
Infektionsversuch zeigten weiterhin nur wenige der CD14-positiven Zellen eine GFP-
Expression; die Anzahl grin fluoreszierender Monozyten/Makrophagen hingegen
nahm deutlich zu. Wahrend 24 h p.i. bereits durchschnittich 8,1% der
Monozyten/Makrophagen infiziert werden konnten, betrug der Prozentsatz infizierter
CD14-positiver Zellen nur 1,2% (p = 0,115). Auch 48 h und 72 h p.i. wurden nur ca.
1% der CD14-positiven Zellen infiziert. Der Prozentsatz infizierter
Monozyten/Makrophagen lag 48 h p.i. bereits durchschnittlich bei 11,2% (p = 0,065)
und 72 h p.i. bei 15,2% (p = 0,009). Der hiéchste Prozentsatz infizierbarer Zellen
wurde jeweils erreicht, wenn die CD214-positiven Zellen und die
Monozyten/Makrophagen 168 h nach ihrer Kultivierung infiziert wurden.
Durchschnittlich 39,3% der Monozyten/Makrophagen wurden 24 h p.i infiziert. 48 h
p.i. stieg der Prozentsatz infizierter Monozyten/Makrophagen auf 40,2% und erreichte
72 h p.. ein Maximum von 58,4%. Von den CD14-positiven Zellen wurden im
Durchschnitt 4% (p < 0,001) 24 h p.i. infiziert. 48 h p.i. stieg der Prozentsatz deutlich
auf 14,7% (p = 0,053) infizierter Zellen an und erreichte 72 h p.i. 16,4% (p = 0,051).

Die Versuche ergaben, dass die Empfanglichkeit der Monozyten/Makrophagen und
CD14-positiven Zellen fur die Infektion mit dem GFP-exprimierenden rekombinanten
Serotyp Il FCoV zunahm, je langer sie sich zum Zeitpunkt der Infektion in Kultur
befanden. Sowohl der Prozentsatz infizierbarer Zellen als auch die Virustiter nahmen
zu. Zudem wurde beobachtet, dass die CD14-positive Zellpopulation zum Zeitpunkt
der Infektion, 168 h nach ihrer Isolierung, hauptséchlich aus Makrophagen bestand,
gut zu erkennen an ihrer charakteristischen Morphologie. Die restlichen Zellen der
CD14-positiven Zellpopulation starben grof3tenteils bereits 72 h nach ihrer Isolierung
ab. Somit sind der Anstieg des Virustiters sowie die Zunahme an infizierbaren Zellen
auf die effiziente Replikation in einer definierten Zellpopulation, den

Monozyten/Makrophagen, zuriickzufthren.
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5. Diskussion

Feline Coronaviren gehdren zu der Familie Coronaviridae und sind weltweit zu
finden. Infektionen mit diesem Virus kdnnen bei Katzen klinisch inapparent verlaufen
oder zu einer todlichen Krankheit, der Felinen Infektiosen Peritonitis (FIP), fuhren.
FIP ist eine der wichtigsten viralen Krankheiten bei Katzen. Basierend auf
serologischen Eigenschaften kénnen FCoVs in Typ | und Typ Il FCoVs eingeteilt
werden (Pedersen et al., 1984). 80-90% der FCoV-Infektionen werden durch Serotyp
| FCoVs verursacht (Hohdatsu et al., 1992; Kennedy et al., 2002; Addie et al., 2003;
Kummrow et al., 2005; Lin et al, 2008). Typ Il FCoVs sind durch Rekombination
zwischen Typ | FCoV und dem nah verwandten caninen Coronavirus (CCoV)
entstanden. Durch Rekombination wurden das S-Gen und angrenzende Regionen
von Typ | FCoVs durch die korrespondierenden Teile des CCoV-Genoms ersetzt
(Motokawa et al., 1996; Herrewegh et al., 1998). Beide Serotypen existieren als zwei
Biotypen, wobei sich das hochvirulente Feline Infektiose Peritonitis Virus (FIPV)
durch Mutation aus dem harmlosen Felinen Enteralen Coronavirus (FECV) wéahrend
einer persistenten Infektion in der infizierten Katze entwickelt (Pedersen et al., 1984,
Poland et al., 1996; Vennema et al., 1998). Es ist noch nicht geklart, welche
Mutation(en) fir den Biotypwechsel verantwortlich ist (sind). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde der virulente Serotyp Il FCoV Stamm 79-1146 fir die
Untersuchung der Pathogenese von FIP und fir die Analyse der Treffzellen von
FCoV verwendet. Nach Einfuhrung einer genomlangen cDNA-Kopie des FCoV
Stamms 79-1146 in einen Vaccinia Virus Vektor, der die Herstellung rekombinanter
Serotyp Il FCoVs erlaubte, wurde ein Infektionsversuch mit Katzen mit dem
rekombinanten Serotyp Il FCoV durchgefihrt. Desweiteren wurden feline
Coronaviren als Vektor fur die heterologe Genexpression eingesetzt. AbschlieRend
erfolgte eine Analyse der Treffzellen von FCoVs unter Verwendung von GFP-

exprimierenden rekombinanten FCoVs.
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5.1 Genomorganisation von Serotyp Il FCoV 79-1146

Im Jahr 2005 vertffentlichten Haijema et al. die komplette Genomsequenz von FIPV
79-1146. Die virale RNA besitzt eine Lange von 29355 Nukleotiden und tragt wie alle
Coronaviren am 5-Ende eine Cap-Struktur und am 3'-Ende einen poly(A)-Schwanz
(de Haan et al., 2003; Haijema et al., 2003) sowie nichttranslatierte Regionen (UTR)
sowohl am 5'- als auch am 3‘-Ende (310 bzw. 275 nt). Das Replikasegen nimmt mehr
als zwei Drittel des FIPV 79-1146 Genoms ein und besteht aus den Uberlappenden
ORFs 1a und 1lab. Die kodierten Polyproteine ppla und pplab werden durch
viruskodierte Proteasen ko- und posttranslational in 16 Nichtstrukturproteine (nsp)
prozessiert (Dye und Siddell, 2005; Haijema et al., 2005). Neben dem Replikasegen
beinhaltet das FIPV 79-1146 Genom neun weitere ORFs, die die Strukturproteine S,
E, M und N sowie die gruppenspezifischen akzessorischen Proteine 3abc und 7ab
kodieren. Alle Gene downstream von ORF 1b werden Uber ein ,nested set® von
subgenomischen mMRNAs exprimiert. Jede mRNA ist mit einer 90 nt-langen Leader-
Sequenz versehen. Die mRNA-Synthese wird durch Transkription-regulierende
Sequenzelemente (TRS) reguliert (Zuniga et al.,, 2004). Die in felinen Coronaviren
hoch konservierte TRS enthélt das Motiv 5'-CUAAAC-3° (Woo et al.,, 2010). Die
Anzahl der TRS korreliert mit der Anzahl der produzierten mRNAs (Dye und Siddell,
2005). Bei FIPV 79-1146 werden sechs subgenomische mRNAs gebildet (de Groot
et al., 1987a; de Groot und Horzinek, 1995; Dye und Siddell, 2005); TRS befinden
sich am 5‘-terminalen Ende des Genoms (nt 91-98) sowie upstream der Gene S, 3a,
E, M, N und 7a (Haijjema et al., 2007). ORF 3a und 3b formen eine eigene
Transkriptionseinheit, wobei die TRS upstream des ORF 3a die Transkription der
RNA 3 reguliert. Beide ORFs sind nicht nur in FCoV-, sondern auch in CCoV- und
TGEV-Stammen sowie in Infektiose Bronchitis Virus (IBV)-, Truthahn Coronavirus
(TCoV)- und Fasanen Coronavirus (PhCoV)-Stammen konserviert (Liu et al., 1991;
Cavanagh et al., 2001; Cavanagh et al., 2002; Lin et al. 2004; Haijema et al., 2007).
ORF 3c ist das einzige akzessorische Gen, fur das in allen Alphacoronaviren
Homologien gefunden wurden. Mit Hilfe von Sequenzanalysen von FCoV-Stammen,
deren komplette Genomsequenz bekannt ist, konnte das Vorhandensein einer TRS
auch fur das 3c-Gen in den meisten FCoV Stammen (Serotyp | und IlI) gezeigt
werden (siehe Abb. 5.1).
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uu2 TRS 3c 25137 AAUUGCCAUU [CUAAAC[GCAG CGCGAAAAUG 25166
uu3 TRS 3c 25011 AAUUGCCAUU [CUAAAC[GCAG CGCGAAAAUG 25040
uulo0 TRS 3c 25164 AAUCGCCAUU [CUAAAC[GCGG CGCGAAAAUG 25193
UuUl1l TRS 3c 25173 AAUCGCCAUU [CUAAAC[GCGG UGCGAAAAUG 25202
uu20 TRS 3c 25130 AAUAGCCAUU [CUAAAC[GCAG CGCGAAAAUG 25159
uu30 TRS 3c 25120 AAUCGCCAUU [CUAAACGCAG CGCGAAAAUG 25149
Uu31l TRS 3c 25148 AAUCGCCAUU [CUAAAC[GCAG CGCGAAAAUG 25177
uu40 TRS 3c 25121 AAUCGCCAUU [CUAAAC[GCAG CGCGAAAAUG 25150
uu4’ TRS 3c 25133 AAUCGCCAUU [CUAAAC[GCAG CGCGAAAAUG 25162
Uuu54 TRS 3c 25107 AAUCGCCAUU [CUAAAC[GCAG CGCGAAAAUG 25138

uul9 TRS 3c 25145 AACUGCCAUU [CUAAAC[GCAG CGCGAAAAUG 25174
79-1146 TRS 3c 25206 AAUUGCCAUU [CUAAAUUCCA UGCGAAAAUG 25235
79-1683 TRS 3c 25206 AAUUGCCAUU [CUAAAUUCCA UGCGAAAAUG 25235
NTU156 TRS 3c 25206 AACCGCCAUU [CUAAAUUCCA UGCGAAAAUG 25235

HHHHHH HH HH HHHHHH -
H o=

uu4 TRS 3c 25153 AAUCGCCAUU [CUCAAC[GCAG CGCGAAAAUG 25182
uu7 TRS 3c 25158 AAUCGCCAUU [CUCAAC[GCAA CGCGAAAAUG 25187
uu23 TRS 3c 25139 AAUCGCCAUC [CUCAAC[GCAG CGCGAAAAUG 25168
Uu34 TRS 3c 25100 AAUCGCCAUC [CUCAAC[GCAG CGCGAAAAUG 25129
UCD6 TRS 3c AAUCGCCAUU [CUCAACIGCAG CGCGAAAAUG IT
uu9 TRS 3c 25135 AAUCGCCAUU [UUAAAC[GCAG CGCGAAAAUG 25164 I
DF-2 TRS 3c 25226 GAUUUUUCUA [CUUAGCRUAC UUUUGGUAUG 25255 II
uuls TRS 3c 25153 AAUCGCCAUU RPUUAACIGCAU CGCGAAAAUG 25182 I
uuls TRS 3c 25138 AAUCGCCAUU [CUUAAC[GCAU CGCGAAAAUG 25235 I

Black TRS 3bc24942 CTTTTGAGGA GGCTGAACAA AAAGCTTAUG 24971

H

Abb. 5.1: Alignment der TRS-Elemente des Gens 3c von verschiedenen FCoV-Stammen

Serotyp | Stamme: UU2 (FJ938060.1), UU3 (FJ938061.1), UU10 (FJ938059.1), UU11 (FJ938052.1),
Uu20 (HQ392471.1), UU30 (HQ392472.1), UU31 (HQO012371.1), UU40 (HQ392469.1), UU47
(JN183882.1), UU54 (JN183883.1), UU19 (HQ392470.1), UU4 (FJ938054.1), UU7 (FJ938053.1),
UU23 (GU553362.1), UU34 (HQO012372.1), UU9 (FJ938062.1), UUl5 (FJ938057.1), UU18
(HQ012368.1), Black (EU186072.1); Serotyp Il Stamme: UCD6 (FJ943771.1), 79-1146 (AY994055.1),
79-1683 (Y13921.1), NTU156 (GQ152141), DF-2 (DQ286389). Die TRS der verschiedenen Stamme
ist farbig hinterlegt (konservierte TRS: lilafarbener Kasten; veranderte TRS wie bei FCoV 79-1146:
gelber Kasten; veranderte TRS: blauer Kasten). Die Startcodons fir das mRNA-Translationsprodukt
3c sind ,Fett" markiert (AUG).

Die meisten der sequenzierten FCoV-Stamme (z.B. UU2) besal3en upstream des
Gens 3c die konservierte TRS mit dem Motiv 5-CUAAAC-3‘. Einige der Stdmme,
darunter auch der Serotyp Il FIPV Stamm 79-1146, wiesen eine veranderte TRS auf
(CUAAAC—>CUAAALU). Die veranderte TRS, wie sie bei FCoV 79-1146 zu finden ist,
trat auch bei den Stammen FCoV 79-1683 und NTU156 auf. Bei den Serotyp |
Stammen UU4, UU7, UU23 und UU34 und bei dem Serotyp Il Stamm UCDG6 trat
vermehrt die veranderte TRS CUCAAC auf. Der Stamm UU9 besitzt die veranderte
TRS UUAAAC. Bei dem Serotyp | FCoV Laborstamm Black konnte keine TRS
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upstream des Gens 3c gefunden werden, da dieser Stamm eine 62 nt-lange Deletion
in der ORF 3bc Region aufweist, die eine Fusion der beiden ORFs zur Folge hat
(Tekes, 2008b).

Haijema et al. (2005) gehen davon aus, dass der Laborstamm 79-1146
wahrscheinlich aus einem Virus entstanden ist, das eine zusatzliche RNA fiur die
Expression des ORF 3c produziert hat. In FIPV 79-1146 ist ORF 3c ein Pseudogen,
das durch eine Nonsense-Mutation (Stop Codon) unterbrochen ist (Yamanaka et al.,
1998); die TRS weist einen Basenaustausch auf. Interessant ware es zu Uberprifen,
ob trotz der veranderten TRS upstream des Gens 3c in FIPV 79-1146 eine
zusatzliche mRNA produziert und ORF 3c exprimiert wird. Auch bei anderen
Alphacoronaviren wie CCoV, TGEV und PRCV befindet sich eine konservierte TRS
(CUAAAC) upstream des ORF 3c (Horsburgh et al., 1992; Page et al., 1991). Jedoch
konnte fur CCoV und TGEV keine separate mRNA fir das 3c-Gen in Northern Blots
detektiert werden (Horsburgh et al., 1992; Rasschaert et al., 1987). Ahnlich wie bei
FIPV 79-1146 ist der ORF 3c des CCoV Stamms Insavc-1 durch eine Nonsense-
Mutation stark verkirzt (Horsburgh et al, 1992). In vitro Transkription und Translation
des ORF 3c ergaben mittels SDS-PAGE-Analyse keine erkennbaren Produkte. Um
zu Uberprifen, ob eine 3c-mRNA in FIPV 79-1146 gebildet wird, kbnnten in Zukunft
Northern Blot Analysen, eine mRNA-Sequenzierung oder eine RT-PCR durchgefuhrt
werden. Das im Rahmen dieser Arbeit hergestellte rekombinante FCoV 79-1146 A3c,
Stop besitzt ein intaktes 3c-Gen und wirde sich fur die Untersuchung der Expression

des 3c-Proteins eignen.

5.2 Serotyp Il FCoV 79-1146 als Ausgangsvirus

FIPV 79-1146 ist bis heute das am besten charakterisierte FCoV und wurde
ursprunglich von McKeirnan et al. (1981) isoliert. Das Virus ist nahezu genetisch
identisch mit FIPV NOR 15, das zur selben Zeit von der gleichen Gruppe aus der
Milz von einer an FIP erkrankten Katze isoliert wurde (Evermann et al., 1981). FIPV
79-1146 war auch das erste FCoV, von dem Nukleotidsequenzen zur Verfiigung
standen (de Groot et al., 1987b; de Groot et al., 1988; Vannema et al., 1991). 2005
veroffentlichten Haijema et al. die komplette Genomsequenz (GenBank: AY994055).
Aufgrund mehrerer Vorteile eignete sich der FCoV Stamm 79-1146 hervorragend als
Ausgangsvirus fur die Versuche in der vorliegenden Arbeit. Neben der bekannten
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Genomsequenz ist FIPV 79-1146 hoch virulent und besitzt im Vergleich zum Serotyp
| FCoV Stamm Black bessere Wachstumseigenschaften; so wurden in vitro z.B. in
der Katzenzelllinie FCWF-4 Titer bis zu 2 x 10" PFU/ml erreicht. Das Serotyp | FCoV
Stamm Black erreichte hingegen nur Titer bis zu 2 x 10* PFU/mI. Die Fahigkeit zur
Vermehrung in Zellkultur ist Voraussetzung, um rekombinante FCoVs mit dem

etablierten revers-genetischen System herstellen und detektieren zu konnen.

5.3 Pathogenese der Felinen Infektioésen Peritonitis (FIP)

Die Feline Infektiose Peritonitis (FIP) ist eine spontan auftretende, letal verlaufende
systemische Erkrankung fir die es noch keine Behandlungsmdglichkeiten gibt.
Hervorgerufen wird die Erkrankung durch das FIP-Virus (FIPV), das nach der weit
akzeptierten internal mutation theory aus dem Felinen Enteralen Coronavirus (FECV)
durch Mutation in der persistent infizierten Katze entsteht (Poland et al., 1996;
Vennema et al., 1998). Unser Wissen uber die Pathogenese von FIP ist immer noch
luckenhaft und basiert hauptsachlich auf Studien mit Feldisolaten. Mit Hilfe des
revers-genetischen Systems fir feline Coronaviren (Tekes et al., 2008a) wurde im
Rahmen dieser Arbeit erfolgreich ein rekombinantes FCoV Stamm 79-1146
hergestellt, dessen Wachstumseigenschaften in vitro mit den des Ausgangsvirus
FCoV 79-1146 nahezu identisch sind und das FIP in Katzen induzieren kann.
Dadurch wurde ein neues System flr die Analyse der Pathogenese von FIP etabliert,
das bedeutende Vorteile besitzt. Das gesamte FCoV-Genom ist zuganglich fur die
Mutagenese und die komplette Genomsequenz ist bekannt, da das verwendete
rekombinante FCoV von einer klonierten genomlangen cDNA generiert wurde. Dieser
Vorteil wurde genutzt, als wir das FCoV-Genom aus den an FIP erkrankten Katzen
re-sequenziert haben. Verglichen mit der klonierten Serotyp Il FCoV Stamm 79-1146
Genomsequenz wurden zwei Nukleotidunterschiede, die zu Aminosaureaustauschen
fuhrten, in dem viralen Genom, das aus der Milz isoliert wurde, festgestellt. Eine
Mutation wurde im S-Gen an Position nt 22468 des rekombinanten FCoV 79-1146
Genoms detektiert. Interessant war, dass in der viralen RNA aus der Niere zuséatzlich
zu der Mutation an Position nt 22468 zwei weitere Nukleotidaustausche im S-Gen
detektiert wurden. Dies fuhrte zu der Annahme, dass sich das in der Niere
replizierende Virus weiter verdndert hat und aus dem Virus, das in der Milz

replizierte, entstand. Das S-Protein stellt in Coronaviren das dominante virale Antigen
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dar und induziert eine adaptive Immunantwort (Cavanagh, 1995). Veranderungen im
S-Gen konnten zu Virus-Varianten fuhren, die dem Immunsystem entkommen.
Zudem wurden Mutationen im S-Gen mit dem FIP-Phanotyp in Zusammenhang
gebracht (Rottier et al., 2005; Chang et al., 2012; Terada et al., 2012). Chang et al.
(2012) schlugen vor, dass Veradnderungen im S-Gen von FECV zu einem
Tropismuswechsel fiihren, der es dem Virus ermoglicht, vom Darm ins
Korpergewebe zu gelangen und anschlieRend FIP zu verursachen. Von 11
sequenzierten Genomen von jedem Biotyp wurde in neun FIPV an Position 1058 nt
des S-Gens die Aminosaure Methionin gegen Leucin ausgetauscht. Terada et al.
(2012) fanden heraus, dass die 5‘-terminale Region des S-Gens nicht essenziell fur
die Entwicklung von FIP ist. Der FIPV-Stamm C3663 l0ste trotz einer Deletion von
245 Aminosauren in der N-terminalen Region des S-Proteins bei zwei von vier
Katzen die Krankheit FIP aus; eine dritte Katze zeigte 91 Tage nach Infektion mit
diesem Stamm klinische Anzeichen fur FIP (Terada et al., 2012).

Das verbliffendste Ergebnis unserer Infektionsstudien war die Wiederherstellung des
ORF 3c in den Viren aus den an FIP erkrankten Katzen. Aufgrund der Nukleotid-
veranderung an Position nt 25353 im FCoV-Genom wurde nun anstelle eines
Stopcodons die Aminoséure Glutamin kodiert. Im Hinblick auf die Entstehung von
FIPV liegt die grol3te Aufmerksamkeit auf dem 3c-Gen. Zwei Studien zeigten kurzlich,
dass der Grofteil der FIPVs ein mutiertes 3c-Gen aufweisen (Pedersen et al., 2009;
Chang et al., 2010). Hingegen besitzt die Mehrheit der FECVs ein intaktes 3c-Gen.
Das fuhrte zu der Annahme, dass ein funktionsfahiges 3c-Protein entscheidend fur
die FECV-Replikation im Darm, aber unwesentlich fiur die systemische FIPV-
Replikation ist (Chang et al., 2010). Unsere Beobachtung, dass ORF 3c in den
Serotyp Il FCoVs rek 79-1146 und 79-1146 aus den an FIP erkrankten Katzen
wiederhergestellt wurde, deuten auf eine starke Selektion fir ein funktionelles 3c-
Protein wéahrend der Serotyp Il FCoV 79-1146 Replikation in vivo hin. Zudem ist
anzumerken, dass in den vorherigen Studien FIPV-Isolate sequenziert wurden, die
naturlich wahrend einer FCoV-Infektion aus FECV entstanden sind. Dies beinhaltet
die primare Replikation von FECV im Darm, bevor pathogene FIPV-Varianten, die oft
Mutationen im 3c-Gen besitzen, entstehen (Tekes und Spies et al., 2012).

Laut der durchgefiihrten Studien scheinen Veréanderungen im S- und im 3c-Gen mit
der FCoV-Virulenz im Zusammenhang zu stehen. In vivo Infektion mit einem

rekombinanten FCoV, das den genetischen Hintergrund des apathogenen Serotyp |
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FCoV Stamm Black und die Gene S und 3abc von dem virulenten Serotyp Il FCoV
79-1146 enthielt, induzierte Uberraschend keine FIP (Tekes und Spies et al., 2012).
Um die Auswirkungen der detektierten Muationen im S-Gen an Position nt 22468 und
im 3c-Gen an Position nt 25353 einzeln und in Kombination untersuchen zu kdénnen,
wurden mit Hilfe des revers-genetischen Systems erfolgreich rekombinante FCoVs
hergestellt, die die detektierten Nukleotisveranderungen jeweils einzeln und in
Kombination enthielten. Verglichen mit dem rekombinanten Ausgangsvirus rekFCoV
79-1146 und mit dem WT-Virus FCoV 79-1146 erreichten diese Viren in Zellkultur
niedrigere Titer. Dieser phanotypische Unterschied ist vermutlich auf die eingefuhrten
Nukleotidveranderungen zuriickzufihren. Die Bestimmung der Virulenz dieser Viren

erfordert die Infektion von Katzen.

5.4 Coronaviren als Vektoren

Auf Grundlage der erfolgreichen Entwicklung von effizienten revers-genetischen
Systemen fur Coronaviren konnte das Potenzial dieser Viren als Vektor fur die
heterologe Genexpression studiert und bestatigt werden. Coronaviren stellen
erfolgsversprechende Virus-Vektoren fir die Impfstoffherstellung und fir die
Gentherapie dar (Enjuanes et al., 2001). Fur die Untersuchung der coronaviralen
Treffzellen wurde im Rahmen dieser Arbeit ein rekombinantes FCoV hergestellt, das
das Reportergen GFP anstelle der Gene 3abc heterolog exprimiert. Die effiziente
Replikation des transkribierten GFP-exprimierenden rekombinanten FCoV in
Zellkultur auf felinen Zellen sowie die stabile GFP-Expression lber mehrere
Passagen demonstrieren die Mdglichkeit, FCoV als Vektor fur die heterologe
Genexpression zu verwenden. Unsere Daten unterstiitzen die publizierten Studien,
wonach die akzessorischen Proteine fur die in vitro Replikation von CoV nicht
essenziell sind (Ontiveros et al.,, 2001; de Haan et al., 2002; Haijema et al., 2003;
Marra et al., 2003; Ortego et al., 2003; Snijder et al., 2003; Haijema et al., 2004,
Casais et al.,, 2005; Yount et al.,, 2005, Cavanagh et al., 2007). Fir die in vivo
Virulenz spielen sie hingegen eine wichtige Rolle. Deletionen der gruppen-
spezifischen Gene 3abc oder 7ab fuhrten in der Katze zu einem attenuierten
Phéanotyp; die infizierten Katzen zeigten keine klinischen Symptome (Haijema et al.,
2004). Veranderungen in den akzessorischen Genen, besonders in dem 3c-Gen,

wurden mit der Virulenz von FCoV in Zusammenhang gebracht (Vennema et al.,
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1998; Kennedy et al., 2001; Rottier et al., 2005; Kennedy et al., 2008; Pedersen et
al., 2009; Chang et al., 2010). Es konnte bereits ein weiteres rekombinantes GFP-
exprimierendes Serotyp Il FCoV hergestellt werden, bei dem die akzessorischen
Gene 3abc nicht ersetzt wurden (Daten nicht gezeigt). Das Reportergen GFP wurde
zusammen mit einer TRS in das coronavirale Genom eingefuhrt und bildete einen
komplett neuen ORF zwischen dem FCoV ORF 2 und ORF 3. Die Insertion war tber
mehrere Passagen stabil und das rekombinante Virus zeigte ein effizientes
Wachstum auf felinen Zelllinien. Die Virulenz musste in Infektionsversuchen mit
Katzen Uberpruft werden.

Eine stabile GFP-Expression tUber mehrere Passagen konnte bereits fir mehrere
Coronaviren gezeigt werden. Curtis et al. (2002) und Sola et al. (2003) konstruierten
ein rekombinantes TGEV, das anstelle des ORF 3a das GFP-Gen stabil exprimiert.
Eine stabile und effiziente GFP-Expression und in vitro Replikation zeigte auch das
rekombinante MHV, das das Reportergen anstelle des Gens 4 exprimiert (Fischer et
al., 1997; Sarma et al., 2004). 2008 wurde bereits ein GFP-exprimierendes
rekombinantes Serotyp | FCoV hergestellt, dessen ORF 3 durch das Reportergen
stabil ersetzt wurde und ein effizientes Wachstum in vitro aufwies (Tekes et al.,
2008a). 2005 konnten de Haan et al. zeigen, dass eine stabilere Expression von
Fremdgenen erreicht wurde, wenn sie nicht-essenzielle coronavirale Gene ersetzten.
Die genetische Stabilitdt eines viralen Vektors ist essenziell fir die erfolgreiche
Entwicklung eines Impfstoffes auf Basis eines Vektors. Wurde das GFP-Gen als
Verlangerung des S-Gens in das MHV-Genom eingeflgt, ging das genetische
Material des Reportergens GFP vollstandig verloren (Bosch et al., 2004). Eine
Insertion des GFP-Gens in das MHV-Genom downstream des N-Gens resultierte in
nicht-lebensfahigen Viren (Hsue und Masters, 1999) und in das TGEV-Genom in
einer sehr instabilen Expression (Sola et al., 2003).

Um FCoV als Vektor fur die Impfstoffherstellung zu nutzen, wurden zudem im
Rahmen dieser Arbeit rekombinante Serotyp | FCoVs konstruiert, die die caliciviralen
Strukturproteingene (ORF 2 und ORF 3) heterolog exprimieren. Wir haben uns flr
das rekombinante Serotyp | FCoV Stamm Black als Vektor fir die heterologe
Genexpression entschieden, da das Virus zum einen die Reportergene GFP und RL
bereits stabil anstelle des ORF 3 exprimiert hat (Tekes et al., 2008a) und es sich zum
anderen hierbei um ein apathogenes Virus handelt, das seine Virulenz
wahrscheinlich durch Zellkulturadaption verloren hat. Um als Vektor flur die
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Impfstoffherstellung zu fungieren, ist dies eine entscheidene Eigenschaft. Bereits
nach der ersten Passage war die Expression der FCV-Strukturproteingene (ORFs 2
und 3) sowohl anstelle des ORF 3 als auch des ORF 7 des coronaviralen Genoms
instabil. GroR3e Teile der caliciviralen Gene wurden deletiert. Feline Caliciviren
(FCVs) sind bedeutende Erreger von Erkrankungen des oberen Respirationstraktes
bei der Katze. In den vergangenen Jahren gab es jedoch vermehrt Berichte tber
Ausbriche durch hypervirulente Stdmme von FCV, die eine schwerwiegende
fieberhafte, hamorrhagische Erkrankung in Katzen mit hoher Mortalitat verursachen
(Hurley und Sykes, 2003; Hurley et al., 2004; McCabe und Spibey, 2005). Impfstoffe
gegen feline Caliciviren, die auf attenuierten Lebend- oder inaktivierten Impfstoffen
basieren, sind verfugbar. Jedoch bestehen Bedenken, dass die antigenetische
Variation zu neuen Feldstdmmen fihrt, gegen die die Impfstoffe keinen Schutz bieten
(McCabe und Spibey, 2005). Das Kapsidprotein (ORF 2) von felinen Caliciviren
assembliert in kultivierten Katzenzellen zu Virus-dhnlichen Partikeln (virus-like
particles, VLP) (Geissler et al., 1999) und induziert aufgrund der viralen
Oberflachenproteine eine Immunantwort (McCabe et al., 2002). VLPs eignen sich
besonders als Impfstoffe. Da anzunehmen ist, dass das ORF 3 kodierte Protein beim
Zusammenbau dieser VLPs involviert ist (Geissler et al., 1999), wurde ORF 2
zusammen mit ORF 3 von FCV in das coronavirale Genom eingefugt. Analysen bei
anderen Caliciviren zeigten allerdings, dass das ORF 3 Protein flr den
Kapsidzusammenbau nicht von Bedeutung ist (Williams et al., 1997). Es wurden
weitere rekombinante FCoVs hergestellt, dessen ORF 3 bzw. ORF 7 nur durch den
caliciviralen ORF 2 ersetzt wurden (Daten nicht gezeigt). Auch hier war die Insertion
an beiden Positionen im coronaviralen Genom bereits nach der ersten Passage
instabil und grof3e Teile der caliciviralen Kapsidgensequenz wurden deletiert. De
Haan et al. (2003 und 2005) konnten zeigen, dass die Stabilitdt der heterologen
Genexpression sowohl von der Position im Genom als auch vom Fremdgen und vom
coronaviralen Hintergrund abh&ngig ist. Auch Sola et al. (2003) demonstrierten, dass
die Insertion einer Expressionskassette im 3‘-Bereich des TGEV-Genoms zwischen
den Genen N und 7 zu einem instabilen rekombinanten Virus flhrte, dessen
eingefuhrte heterologe Gene (GFP bzw. B-Glucuronidase) zusammen mit der TRS
komplett deletiert wurden. Desweiteren fihrte die Insertion von heterologen
Sequenzen zwischen dem N-Gen und der 3-UTR in MHV zu genomischer Instabilitat
(Hsue und Masters, 1999). Die Instabilitit von Fremdgenen, die am 3‘-Ende des
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Genoms eingefugt wurden, scheint ein generelles Phdnomen zu sein. Dies kdnnte
eine Erklarung dafur sein, dass der Austausch des coronaviralen ORF 7 durch die
caliciviralen Gene zu instabilen Viren fihrte. Es ist jedoch erstaunlich, dass das
Kapsidproteingen von FCV nicht erfolgreich anstelle des ORF 3 des rekombinanten
Serotyp | FCoV Stamm Black exprimiert werden konnte. Die Erhaltung des
eingefuhrten Fremdgens ist offenbar abh&ngig von der viralen Mutations- und
Rekombinationsrate. Grof3ere Gene scheinen weniger stabil und anfalliger fur
Deletionen zu sein. Das Fremdgen konnte Sequenzen enthalten, die mehr
empfanglich fir Mutationen oder Rekombinationen wahrend der coronaviralen
Replikation sind (de Haan et al., 2005). Auch RNA-Sekundéarstrukturen begunstigen
Rekombinationen, die offensichtlich h&ufig zu Deletionen fihren. Punktmutationen
wurden oft beobachtet, wenn heterologe Gene in Negativstrang-RNA-Viren eingefiigt
wurden (Dalton und Rose, 2001; Wertz et al., 2002). Verglichen mit Positivstrang-
RNA-Viren treten bei Minusstrang-RNA-Viren vermindert Rekombinationen auf
(Figlerowicz et al., 2003). Zudem zeigen DNA-Viren im Vergleich zu RNA-Viren eine
hohe Stabilitdt der Fremdgenexpression (de Haan et al., 2005). Erfolgreich heterolog
exprimiert wurde das feline calicivirale Kapsidproteingen von einem rekombinanten
Myxoma-Virus. Das rekombinante Virus loste in der Katze eine schitzende
Immunantwort gegen virulente feline Caliciviren aus (McCabe et al., 2002). Nach den
ersten beiden Impfungen konnten mit diesem Vektor bereits neutralisierende Titer
von 1:3000 erreicht werden. Etablierte FCV-Impfstoffe fihrten nach zwei Impfungen

Zzu einem Titer von 1:640.

5.5 Treffzellen fur feline Coronaviren

Wahrend FIPVs einen primaren Tropismus flir Monozyten/Makrophagen aufweisen
und sich so systemisch im Koérper ausbreiten konnen (Pedersen, 1976; Weiss und
Scott, 1981), findet die Replikation von FECVs hauptsachlich lokal in Epithelzellen
des Intestinaltraktes statt (Pedersen et al.,, 1981; Pedersen et al.,, 1984). FECVs
kénnen auch Monozyten/Makrophagen infizieren, jedoch replizieren sie nur schwach
in diesen, erreichen niedrige Titer und breiten sich nicht effizient auf weitere
Monozyten/Makrophagen aus (Stoddart und Scott, 1989; Dewerchin et al., 2005).
Untersuchungen zeigten, dass die Effizienz der Replikation von FCoVs in
Monozyten/Makrophagen mit der Virulenz des Virus korreliert (Stoddart und Scott,

129



DISKUSSION

1989; Dewerchin et al., 2005; Rottier et al., 2005). Im Hinblick auf die Schlisselrolle
von Monozyten/Makrophagen in der Pathogenese von FIP wurden 2008 von Tekes
et al. ein GFP-exprimierendes rekombinantes Serotyp | FIPV Stamm Black
konstruiert und die vermeintlichen FIPV-Treffzellen Monozyten, Makrophagen und
dendritische Zellen (DCs) infiziert (Tekes et al., 2008a). Die Analysen ergaben, dass
eine effiziente Replikation nur in sehr wenigen Monozyten, Makrophagen und DCs zu
beobachten war. Aufgrund dieser Uberraschenden Ergebnisse wurde im Rahmen
dieser Arbeit das kirzlich hergestellte GFP-exprimierende rekombinante Serotyp Il
FIPV 79-1146 fur erganzende Untersuchungen der felinen coronaviralen Treffzellen
verwendet. Verglichen mit dem GFP-exprimierenden rekombinanten FCoV Serotyp |
Black lieRen sich wenige CD14-positive Zellen und kaum PBMC mit dem Serotyp Il
GFP-Virus infizieren. Keine GFP-Expression konnte in den Zellen nach Inkubation
mit dem Serotyp | GFP-Virus detektiert werden. Ein grof3er Unterschied zwischen
den beiden rekombinanten GFP-Viren Serotyp | und Il konnte auch in Zellkultur
beobachtet werden. Das rekombinante Serotyp Il GFP-Virus 79-1146 replizierte in
der Katzenzelllinie FCWF-4 viel schneller, erreichte deutlich héhere Titer und bildete
grolRere Plaques als das rekombinante Serotyp | GFP-Virus Black. Die Wachstums-
und PlaquegrofRenunterschiede wurden auch bei den FCoV Wildtyp-Stammen 79-
1146 und Black in der Katzenzelllinie FCWF-4 gezeigt (Tekes et al., 2010). Die
Infektion der felinen CrFK-Zelllinie war mit FCoV 79-1146 auch effizienter als mit
FCoV Black (van Hamme et al.,, 2007). Der bestimmende Faktor fur die
Zielzellspezifitdt und fir den Zelleintritt ist das coronavirale S-Protein. Fur Serotyp Il
FCoVs ist der zellulare Rezeptor die feline Aminopeptidase N (fAPN oder CD13)
(Tresnan et al., 1996; Dye et al., 2007; Haijema et al., 2007; Wentworth und Holmes,
2007). Hohdatsu et al. (1998) und Tekes et al. (2010) konnten in Inhibitionsstudien
zeigen, dass der monoklonale Antikorper R-G-4, der die ersten 15 N-terminalen
Aminosauren von fAPN erkennt, die Infektion von FCWF-4-Zellen mit Serotyp I
FCoVs komplett blockierte, jedoch nicht die Infektion mit Serotyp | FCoVs. Diese
Untersuchungen bestatigten, dass Serotyp | und Serotyp Il FCoVs unterschiedliche
zellulare Rezeptoren verwenden und lieferten Erklarungen fur die bessere
Vermehrung von Serotyp Il FCoVs in Zellkultur in FCWF-4- und CrFK-Zellen. Tekes
et al. (2010) konnten zudem zeigen, dass das rekombinante Serotyp | FCoV Stamm
Black, das das Typ Il FCoV 79-1146 S-Protein exprimiert, sich in Zellkultur auf
FCWEF-4-Zellen phénotypisch wie das Serotyp Il FCoV 79-1146 verhielt. Somit ist das
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S-Protein nicht nur fur die effiziente Verwendung des zellularen Rezeptors
verantwortlich, sondern auch fir die Wachstumskinetik in Zellkultur. Die Verwendung
von unterschiedlichen Rezeptoren ist wahrscheinlich auf die Entstehung von Serotyp
I FCoVs durch homologe Rekombination zwischen Serotyp | und caninem
Coronavirus (CCoV) zuruckzufuhren. Das S-Gen und flankierende Bereiche des
Serotyp | FCoV wurden durch die korrespondierenden Sequenzen des CCoV-
Genoms ersetzt. Daher ist die Sequenzhomologie in den N-terminalen 700
Aminosauren des S-Proteins, die fur die Rezeptorbindung wichtig sind, zwischen
beiden Serotypen sehr gering (Hohdatsu et al., 1998). Die Aminopeptidase N agiert
fur einige Mitglieder der Alphacornaviren als zellularer Rezeptor. So verwenden
HCoV 229E die humane APN (hAPN) (Yeager et al., 1992; Hofmann et al., 2005),
PRCoV und PEDV die porzine APN (pAPN) (Delmas et al., 1993; Li et al., 2007) und
TGEV sowohl die porzine als auch die feline APN (fAPN) (Delmas et al., 1992;
Tresnan et al., 1996). Der zellulare Rezeptor fur Serotyp | FCoVs wurde noch nicht
identifiziert. Einige Coronaviren verwenden eine Anzahl an Co-Rezeptoren, wie z.B.
Sialinsaure und C-Typ Lektin, wahrend ihres Zelleintritts (Wentworth und Holmes,
2007). Liver/lymph node-specific ICAM-3-grabbing nonintegrin (L-SIGN oder
CD209L) vereinfacht die Infektion von SARS-CoV und HCoV-229E (Jeffers et al.,
2004, Jeffers et al., 2006). Regan und Whittaker (2008) zeigten, dass Typ | und Typ
Il FCoVs feline dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule grabbing non-
integrin (fDC-SIGN) als Co-Rezeptor verwenden konnen. Sehr interessante
Ergebnisse ergaben Untersuchungen mit der humanen Huh7-Zellinie; ein sehr hoher
Prozentsatz der Huh7-Zellen liel3 sich mit dem rekombinanten Serotyp | GFP-Virus
infizieren (Bank-Wolf und Thiel, unveroffentlichte Daten). Dagegen war nur ein sehr
geringer Prozentsatz der Huh7-Zellen fir eine Infektion mit dem Serotyp || GFP-Virus
empfanglich. Welche(r) Rezeptor/Rezeptoren von Serotyp | FCoVs verwendet
wird/werden ist noch nicht ganzlich geklart. Es konnte gezeigt werden, dass der
verwendete Rezeptor fir den Wirtszelleintritt von Serotyp | FCoVs nicht auf feline
Zellen beschrankt ist (Bank-Wolf und Thiel, unverdéffentlichte Daten).

Interessant ist, dass beide Serotypen unterschiedliche Rezeptoren verwenden und
trotzdem die gleiche Krankheit auslosen kdnnen. Unsere Analysen hinsichtlich der
Infektion von FCoV-Treffzellen mit dem GFP-exprimierenden rekombinanten Serotyp
| FCoV Stamm Black unterstiitzen die Studie von Tekes et al. (2008a). Hier musste

zunachst abgeklart werden, ob die uneffiziente in vitro Infektion von PBMC,
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Monozyten und Makrophagen mit dem FIPV Stamm Black zusammenhangt, da
dieser in vivo bereits kein FIP mehr induzieren konnte. Oder die Avirulenz ist in der
Zellkultur unerheblich und Serotyp | FIPVs kdnnen die Treffzellen, ahnlich wie die
felinen Zelllinien, nicht so effizient wie Serotyp Il FIPVs infizieren. Eine groRRere
Uberraschung war, dass auch nur ein geringer Prozentsatz von frisch isolierten
PBMC und CD14-positiven Zellen empfanglich fur das GFP-exprimierende
rekombinante Serotyp Il FIPV 79-1146 war. Dewerchin et al. (2005) zeigten bereits,
dass sich weniger als 1% der Monozyten mit dem FCoV Serotyp Il 79-1146 infizieren
lieBen. Allgemein bleibt zu klaren, ob ein verstarkter Monozyten/Makrophagen-
tropismus von beiden Serotypen mit der Virulenz in vivo und der Replikation in vitro
korreliert. Rottier et al. (2005) stellten fest, dass das S-Protein der entscheidende
Faktor fur eine effiziente Infektion von Makrophagen ist. Die Anhaftung an den
zellularen Rezeptor wird durch die N-terminale Domane und die Fusion der viralen
Hulle mit der Wirtszellmembran durch die C-terminale Doméane des S-Proteins
vermittelt (Cavanagh, 1995; Bosch et al., 2003). Interessanterweise ist nach Rottier
et al. (2005) fur den Makrophagentropismus die C-terminale Doméne verantwortlich,
was eine Korrelation zwischen der Fusionsaktivitat und dem Zelltropismus vermuten
lasst (Rottier et al., 2005). Unsere Analysen der fAPN-Expression in frisch isolierten
felinen Leukozyten mit Hilfe der Durchflusszytometrie lie3en erkennen, dass nur eine
sehr geringe Anzahl an Monozyten, keine T-Lymphozyten und vermehrt B-
Lymphozyten fAPN exprimierten. Zuvor berichteten Takano et al. (2007) von einer
ahnlich geringen Anzahl an Monozyten, die fAPN exprimieren. Eine Hochregulierung
der fAPN-Expression wurde erreicht, indem die Makrophagen mit dem Zytokin
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) inkubiert wurden. Vermutlich stieg die
Empfanglichkeit der felinen Makrophagen fir eine FCoV-Infektion durch die
Entziindungsbedingungen an. In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass die
Empfanglichkeit von felinen Monozyten/Makrophagen fir eine Infektion mit Serotyp Il
FIPV 79-1146 vom genetischen Hintergrund des Wirts abhangig ist (Dewerchin et al.,
2005; van Hamme et al., 2007). Die Expression von fAPN in B-Lymphozyten war
sehr Gberraschend, da Lymphozyten und von ihnen abgeleitete Zelllinien als CD13-
negativ gelten (Look et al., 1989; Ashmun und Look, 1990; Shipp und Look, 1993;
Huschak et al, 2003). APN konnte vereinzelt bei malignen Lymphozyten
nachgewiesen werden (Look et al., 1989; Ashmun und Look, 1990). Ansonsten wird
APN auf der Zelloberflache von Epithelzellen der Niere, des Darms und des
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Repirationstraktes sowie in Granulozyten, Monozyten, Fibroblasten, Endothelzellen,
cerebralen Perizyten an der Blut-Hirn-Schranke und in synaptischen Membranen des
zentralen Nervensystems exprimiert (Kenny und Maroux, 1982; Look et al., 1989;
Hohdatsu et al., 1998). Ob B-Lymphozyten mogliche Treffzellen fir FCoV darstellen,
ist abzuklaren.

In einem weiteren in vitro Infektionsversuch konnte eine erhohte Empfanglichkeit der
felinen Monozyten/Makrophagen und CD14-positiven Zellen fir die Infektion mit dem
GFP-exprimierenden rekombinanten Serotyp Il FCoV 79-1146 festgestellt werden,
wenn die Zellen sich bereits eine Woche vor der Infektion in Kultur befanden.
Verglichen mit den CD14-positiven Zellen waren die Effizienz der Virus-Replikation,
die  Virustiter und der Prozentsatz infizierbarer Zellen bei den
Monozyten/Makrophagen deutlich héher. 16,4% der CD14-positiven Zellen, die eine
Woche in Kultur waren, wurden 72 h p.i. infiziert und zeigten GFP-Expression. Bei
den Monozyten/Makrophagen waren es durchschnittlich 58,4%. Die CD14-positive
Zellpopulation bestand aus B-Lymphozyten und aus Monozyten/Makrophagen, da
das Oberflachenprotein CD14, das hauptsachlich auf der Oberflache von
Monozyten/Makrophagen zu finden ist (Simmons et al., 1989), laut unseren FACS-
Analysen auch in B220-positiven B-Zellen exprimiert wurde. Schuhmann et al. (1994)
gaben ebenfalls Hinweise, dass B-Zellen positiv fur CD14 sind. Die B-Zellpopulation
lag in vitro groRtenteils in Suspension vor und besal? im Durchschnitt eine maximale
Lebensdauer von 3-4 Tagen. Medienwechsel und die kurze Lebensdauer
verringerten stark die zu infizierenden Zellen. Nach sieben Tagen in Kultur lagen
meistens nur noch die adharenten Monozyten/Makrophagen aus der CD14-positiven
Zellpopulation vor. Somit sind der Anstieg des Virustiters sowie die Zunahme an
infizierbaren Zellen auf die effiziente Replikation in den Monozyten/Makrophagen
zuriickzufihren. Monozyten/Makrophgagen machen aber nur hdchstens 5% der
PBMC aus. Das sind mogliche Erklarungen dafir, dass bei den CD14-positiven
Zellen aufgrund der wenigen Monozyten/Makrophagen maximal 16,4% infizierte
Zellen vorlagen. Unsere Daten unterstitzen die bisherigen Aussagen, dass die
Monozyten/Makrophagen die Treffzellen von felinen Coronaviren sind. Eine Infektion
von frisch isolierten bzw. drei Tage alten CD14-positive Zellen, die eine Mehrzahl an
B-Lymphozyten enthielten, war sehr uneffizient und eine Replikation kaum zu
beobachten. Auch zeigten die frisch isolierten PBMC aus dem ersten

Infektionsversuch kaum eine GFP-Expression. Eine verstarkte Empfanglichkeit der
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Monozyten/Makrophagen-Population fur die Infektion mit dem rekombinanten
Serotyp Il GFP-Virus lag vermutlich daran, dass die frisch isolierten Monozyten
innerhalb der sieben Tage zu Makrophagen differenzierten. Eine Differenzierung
konnte ohne Stimulation mit Zytokinen in vitro beobachtet werden. Eine Behandlung
mit granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) flihrte nicht zu
einem hoheren Prozentsatz infizierbarer Zellen (Daten nicht gezeigt). Bei mehreren
Viren konnte bereits gezeigt werden, dass sich die Makrophagen-Differenzierung
positiv auf die Replikation in Monozyten/Makrophagen auswirkt (Gendelman und
Morahan, 1992). Zudem koénnten Veradnderungen in der CD13-Expression in den
Monozyten wahrend der Differenzierung zu Makrophagen aufgetreten sein. Huschak
et al., (2003) berichteten, dass die CD13-Expression durch das Zellwachstum und
die Differenzierung beinflusst wird. Die Expression von CD13 steigt wahrend der
Reifung von Makrophagen. Bukowska (2002) gab Hinweise, dass die CD13-
Expression auf Vorlauferzellen der lymphozytéaren als auch der myelo-monozytaren
Zellen nachgewiesen wurde. Im Verlauf der weiteren Zelldifferenzierung konnte eine
CD13-Immunreaktivitdt nicht beobachtet werden, die aber ab einem spéateren
Differenzierungsstadium auf Zellen der myelo-monozytéren Linie wieder ausgebildet
wurde. Wie oben erwéhnt, ergaben unsere FACS-Analysen, dass der Rezeptor fAPN
nur gering in frisch isolierten Monozyten exprimiert wurde. In weiteren Versuchen
musste abgeklart werden, ob die Expression des Rezeptors in Monozyten zunimmit,
wenn sie 3-7 Tage in Kultur waren; dies wirde eine Erklarung fur die erhdhte
Empfanglichkeit dieser Zellen fir die Infektion nach sieben Tagen in Kultur erklaren.
Die Infektion wirkt vermutlich zudem stimulierend auf die Makrophagen und die
CD13-Expression, da der maximale Prozentsatz infizierter Monozyten/Makrophagen
und die effizienteste Replikation 72 h p.i. zu beobachten war. In Studien mit dem
Porzinen Respirations- und Respirations-Syndrom Virus (PRRSV) aus der Familie
Arteriviridae haben Duan et al. (1997) beschrieben, dass das Differenzierungs-
stadium und die Aktivierung der Monozyten/Makrophagen die Empfanglichkeit fir
eine PRRSV-Infektion beeinflussen. PRRSV besitzt einen eingeschrankten
Tropismus fur eine Subpopulation von porzinen Monozyten/Makrophagen. Frisch
isolierte peritoneale Makrophagen und periphere Monozyten waren fir eine PRRSV-
Infektion nicht empfanglich, wohl aber alveolare Makrophagen. Wurden die Zellen
24 h nach ihrer Kultivierung infiziert, waren einige periphere Monozyten fur die
Infektion empfanglich, wahrend die peritonealen Makrophagen unempfanglich
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blieben. Bei den alveolaren Makrophagen, die 24 h nach der Kultivierung infiziert
wurden, nahmen die Virustiter und der Prozentsatz infizierbarer Zellen signifikant zu.
Auf Grundlage unserer Ergebnisse wéare es interessant, die Empfanglichkeit von
Monozyten/Makrophagen, die sieben Tage in Kultur waren, fiir die Infektion mit dem
rekombinanten Serotyp | GFP-Virus Stamm Black zu untersuchen und mit dem
rekombinanten Serotyp I GFP-Virus zu vergleichen. Zudem wéare es denkbar,
verschiedene feline Monozyten/Makrophagen-Subpopulationen zu préaparieren, und
die Replikation nach Infektion mit beiden Serotypen von FCoV zu vergleichen.
Desweiteren bleibt zu klaren, inwieweit die in vitro Versuche den Verhéltnissen in
vivo entsprechen. Die Analyse der Treffzellen von felinen Coronaviren stellt einen

interessanten Aspekt in der Aufklarung der Pathogenese von FIP dar.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere rekombinante FCoVs unter Verwendung
eines im Labor vorhandenen revers-genetischen Systems fir Serotyp | feline

Coronaviren hergestellt. Die Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt:

1. FUr die Herstellung eines rekombinanten Serotyp Il FCo-Virus Stamm 79-1146
wurden die Serotyp | FCoV-Sequenzen der 5-UTR, der Gene lab (N-
terminaler Bereich, nt 1-13750), E, M, N, 7ab und der 3 UTR in dem chimaren
Virus rekFCoV Alb, S, 3abc durch die korrespondierenden Serotyp Il FCoV-
Sequenzen ausgetauscht. Der Austausch erfolgte in mehreren Schritten mit
Hilfe der Vaccinia Virus vermittelten homologen Rekombination. Im Vergleich
mit dem Ausgangsvirus FCoV 79-1146 wurde das rekombinante FCoV 79-
1146 hinsichtlich Wachstumskinetik und Plaguemorphologie charakterisiert.
Das rekombinante FCoV 79-1146 unterschied sich phanotypisch nicht vom
Ausgangsvirus.

2. In einem Infektionsversuch mit Katzen wurde die Virulenz von FCoV 79-1146
und dem generierten rekFCoV 79-1146 bestatigt. Das FCoV-Genom aus den
an FIP erkrankten Katzen wurde re-sequenziert und mit der klonierten Serotyp
Il FCoV Stamm 79-1146 Genomsequenz verglichen. Interessante Mutationen
wurden im S-Gen und dem 3c-Gen gefunden. Im Anschluss wurden
rekombinante FCoVs hergestellt, die diese Mutationen einzeln und in
Kombination aufwiesen.

3. In nachfolgenden Versuchen wurden rekombinante feline Coronaviren als
Vektoren fur die heterologe Genexpression eingesetzt. Das rekombinante
Serotyp Il FCoV Stamm 79-1146 wurde als Vektor fur die Expression des grin
fluoreszierenden Reportergens GFP verwendet. Mit dem revers-genetischen
System wurden die Gene 3abc durch das Reportergen ersetzt. Die stabile
Expression von GFP konnte Uber mehrere Passagen in der Zellkultur
nachgewiesen werden. Das hergestellte GFP-exprimierende Serotyp Il FCoV
79-1146 wurde im Vergleich mit dem GFP-exprimierenden Serotyp | FCoV
Black charakterisiert. In Bezug auf die Wachstumskinetik und auf die
Plaquemorphologie unterschieden sich die GFP-Viren signifikant voneinander.
Das Serotyp Il GFP-Virus replizierte schneller, erreichte hthere Titer und
bildete grol3ere Plagues als das Serotyp | GFP-Virus.
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Fur die Expression der felinen caliciviralen Strukturproteingene (ORF 2 und
ORF 3) diente das rekombinante FCoV Stamm Black als Vektor. Es wurde ein
rekombinantes FCo-Virus hergestellt, das die heterologen Gene anstelle der
Gene 3abc besal3 und ein rekombinantes Virus, dessen Gene 7ab ersetzt
wurden. An beiden Positionen fand keine stabile Expression statt.

. AbschlieRend wurden Infektionsstudien zum Nachweis der Treffzellen von
felinen Coronaviren durchgefiihrt. Zunachst erfolgten die Inkubation von frisch
isolierten PBMC und CD14-positiven Zellen aus SPF-Katzen mit den GFP-
exprimierenden FCoVs Serotyp | und Il infiziert und die Uberprifung der GFP-
Expression in den Zellen. Wahrend bei den Zellen nach Inkubation mit dem
Serotyp | GFP-Virus keine GFP-Expression zu beobachten war, konnte bei
wenigen CD14-positiven Zellen und bei sehr wenigen PBMC eine GFP-
Expression nach Inkubation mit dem Serotyp || GFP-Virus detektiert werden.
In einem weiteren Versuch wurden Monozyten/Makrophagen und CD14-
positive Zellen, die aus dem Blut von FCoV-seropositiven Katzen isoliert
wurden, zu unterschiedlichen Zeiten (24 h, 72 h, 168 h) nach ihrer Kultivierung
mit dem Serotyp Il GFP-Virus infiziert. Die Virustiter und der Prozentsatz
infizierbarer Zellen nahmen zu, wenn sich die Zellen vor der Infektion tber
mehrere Tage in Kultur befanden. 168 h nach Isolierung bestanden die CD14-
positiven Zellen hauptsachlich nur noch aus Makrophagen. Der Anstieg der
Virustiter sowie die Zunahme an infizierbaren Zellen waren somit auf die
effiziente  Replikation in  einer definierten  Zellpopulation, den
Monozyten/Makrophagen, zuriickzufiihren. FACS-Analysen ergaben, dass die

CD13/fAPN-Expression in frisch isolierten Monozyten sehr gering ist.
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7. Summary
In this study different recombinant FCoVs were generated using a reverse genetic
approach for serotype | feline coronaviruses which is available in our lab. The results

are demonstrated in the following:

1. For the generation of a recombinant serotype Il FCo-virus strain 79-1146
serotype | FCoV sequences of the 5-UTR, the genes lab (N-terminal area,
nt 1-13750), E, M, N, 7ab and the 3’-UTR of the chimeric virus recFCoV Alb,
S, 3abc were replaced in several steps by the corresponding serotype Il FCoV
sequences. The replacement occurred by vaccinia virus mediated homologous
recombination. In comparison with the wildtype virus FCoV 79-1146 the
recombinant FCoV 79-1146 was characterized with regard to growth kinetics
and plaque morphology. The recombinant FCov 79-1146 did not differ
phenotypical from the wildtype virus.

2. In an infection study with cats the virulence of FCoV 79-1146 and the
generated rekFCoV 79-1146 was confirmed. The FCoV genome from the FIP-
diseased cats was re-sequenced and compared to the cloned serotype Il
FCoV strain 79-1146 genomic sequence. Interesting mutations were found in
the S gene and in the 3c gene. Subsequent recombinant FCoVs were
generated, which exhibited these mutations separately as well as in
combination.

3. In subsequent experiments recombinant feline coronaviruses were used as
vectors for the heterologous gene expression. The recombinant serotype I
FCoV strain 79-1146 was utilized as vector for the expression of the green
fluorescent reporter gene GFP. Using the reverse genetic system the genes
3abc were replaced by the reporter gene. The stable expression of GFP was
demonstrated for several passages in cell culture. The generated GFP-
expressing serotype Il FCoV 79-1146 was characterized in comparison with
the GFP-expressing serotype | FCoV Black. In reference to growth kinetics
and plaque morphology the recombinant GFP viruses differed significantly
from each other. The serotype Il GFP virus replicated faster, reached higher
titers and formed larger plaques than the serotype | GFP virus.

For the expression of the feline caliciviral structural genes (ORF 2 and ORF 3)
the recombinant FCoV strain Black served as vector. Two recombinant viruses
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were generated: a virus which had the heterologous genes instead of the
genes 3abc and a virus of which the genes 7ab were substituted. At both
positions a stable expression did not take place.

. Finally infection studies were done in order to prove the target cells of feline
coronaviruses. At first freshly isolated PBMC and CD14-positive cells from
SPF-cats were incubated with the GFP-expressing FCoVs serotype | and |l
and the GFP expression was checked. While no GFP-expression could be
observed in the cells after incubation with the serotype | GFP virus, a few
CD14-positive cells and very few PBMC showed GFP-expression after
incubation with the serotype 1l GFP virus. In another experiment
monocytes/macrophages and CD14-positive cells which were isolated from
blood of FCoV-seropositive cats, were infected with the serotype Il GFP-virus
at different time points after cultivation (24 h, 72 h, 168 h). The virus titer and
the percentage of cells which were susceptible to infection increased when the
cells were cultivated for several days before infection. 168 h after isolation the
CD14-positve cells consisted mostly of macrophages. The increase of the
virus titer as well as the rise of infected cells were caused by an efficient
replication in a definied cell population, the monocytes/macrophages. FACS-
analysis showed that the expression of CD13/fAPN in freshly isolated

monocytes is very low.
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8. Abklrzungsverzeichnis

°C
6-TG

Abb.
ACE2
ADE
AMP
APC
APN
Arg
as
AS
Asp
BAC
BCoV
BHK
BSA

BWCoV
bzw

C

ca.

CAT
CCM
CCoV
CoV

CD
CD13
CD14
cDNA
CEACAMla

Grad Celsius

6-Thioguanin

Adenin

Abbildung

angiotensin converting enzyme?2
antibody-dependent enhancement
Ampicillin

Allophycocyanin
Aminopeptidase N

Arginin
Antisense-Oligonukleotid-Primer
Aminosaure(n)

Asparaginsaure

bacterial artificial chromosome
Bovines Coronavirus

baby hamster kidney

bovines Serumalbumin
Basenpaare

Belugawal Coronavirus
beziehungsweise

Cytosin

circa

Chloramphenicol Acetyltransferase
cell culture medium

Canines Coronavirus
Coronaviren

cluster of differentiation

cluster of differentiation 13
cluster of differentiation 14

complementary DNA

murine carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule

la
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cm Zentimeter

CMC Carboxymethylcellulose

CMV Cytomegalovirus

CrFK Crandell Feline Kidney

Cys Cystein

dATP Desoxyadenosintriphosphat
DCs dendritische Zellen

dCTP Desoxycytosintriphosphat
DEPC Diethylpyrocarbonat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat
d.h. das heifl3t

dH,O doppelt destilliertes Wasser
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleic acid, Desoxyribonucleinséaure
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
D-RNA defective RNA

ds doppelstrangig

dTTP Desoxytymidintriphosphat

E. coli Escherichia coli

ECoV Equines Coronavirus

EDTA Ethylendiamintetraacetat

et al. und andere (et alius)

EtOH Ethanol

F forward

FACS fluorescence activated cell sorting
fAPN feline Aminopeptidase N
FCoV Felines Coronavirus

FCV Felines Calicivirus

FCWF-4 felis catus whole fetus-4
FECV Felines Enterales Coronavirus
FIP Feline Infektibse Peritonitis
FIPV Felines Infektioses Peritonitis Virus
FITC Fluorescein-lsothiocyanat
FKS fotales Kalberserum
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FSC

g

G

GFP

GlIn

Glu
GM-CSF
GMP

GPT

GUS

h

hAPN
HCoV-229E
HCoV-HKU1
HCoV-NL63
HCoV-0C43
HE

Hel

HyX

IBV

ICTV

lle

IMP

i.p.

IPTG

kb

kDa
kg

LB
Leu
L-SIGN

forward scatter

Gramm

Guanin

grunfluoreszierendes Protein

Glutamin

Glutaminséure

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Guaninmonophosphat
Guanin-Phosphoribosyltransferase

B- Glucoronidase

Stunde

Humane Aminopeptidase N

Humanes Coronavirus-229E

Humanes Coronavirus-HKU1

Humanes Coronavirus-NL63

Humanes Coronavirus-OC43
Hamagglutinin-Esterase

Helikase

Hypoxanthin

infektioses Bronchitis Virus

International Committee on Taxonomy of Viruses
Isoleucin

Inosinmonophosphat

intraperitonal

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Kilobase (= 1000 Basenpaare einer doppelstrangigen
Nukleinsédure oder 1000 Basen eines einzelstrangigen Molekiils)
Kilo-Dalton

Kilogramm

Liter

Leader

Luria-Bertani

Leucin

liver/lymph node-specific ICAM-3-grabbing nonintegrin
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LUC Luciferase

Lys Lysin

M Molar

mA Milliampere

mAb Monoklonaler Antikérper

MEM minimal essential medium

Met Methionin

MHV murines Hepatitis Virus

min Minute

ml Milliliter

mM Millimol

MOI multiplicity of infection

MPA mycophenolic acid

Mpro main protease

MRC-5 human fetal lung fibroblast Zelllinie
MRNA messenger RNA

¥ mikro-

MW Molekulargewicht

NendoU nidoviral uridylate-specific endoribonuclease
ng Nanogramm

NK Negativkontrolle

nm Nanometer

nsp Nichtstrukturprotein

nt Nukleotid

oD optische Dichte

ORF open reading frame

pAPN porzine Aminopeptidase N

PBMC peripheral blood mononuclear cells
PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction

PEDV porcine epidemic diarrhoea virus
PerCP Peridinin-Chlorophyll-Protein

Pfu Pirococcus furiosus DNA Polymerase
PFU plague forming units
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pH
PhCoV
Phe

PK

PL

Pol

pp
PRCoV
Pro
PRRSV
R

RdRp
RL

RNA
RNase
rpm

RT
RT-PCR
S
SARS-CoV
sec

Ser
SDS-PAGE
Sg

SOC
sog.
SPF
SSC

ST
SA-PC7
T

Tab.
TAE
Taq

-log ¢ (H)

Fasanen Coronavirus

Phenylalanin

Positivkontrolle

papainahnliche Protease

Polaritat

Polyprotein

Porzines Respiratorisches Coronavirus

Prolin

Porzine Respirations und Reproduktions Syndrom Virus
reverse

RNA dependent RNA polymerase

Renilla

ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Umdrehung pro Minute

Raumtemperatur

Reverse Transkription-PCR
Sense-Oligonukleotid-Primer

Severe Acute Respiratory Syndrome-Coronavirus
Sekunde

Serin
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
subgenomisch

SOB (super optimal broth) Medium plus Glucose
sogenannte

specific pathogen free

sideward scatter

swine testis

Streptavidin-Phycoerythrin-Cyanin 7

Thymin

Tabelle

Tris, Acetat, EDTA

thermus aquaticus DNA Polymerase
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TCoV Truthahn Coronavirus

TE Tris, EDTA

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
TET Tetracyclin

TGEV Transmissible Gastroenteritis Virus
Thr Threonin

Tm temperature of melting

TNF-a Tumornekrosefaktor-alpha

Trp Tryptophan

TRS Transkription-regulierende Sequenz
Tyr Tyrosin

U Unit

u.a. unter anderem

UTR untranslated region

uv ultraviolett

Vv Volt

Val Valin

viv Volumenprozent

VLP virus-like particles

WT Wildtyp

wiv Gewicht pro Volumen

X Xanthin

X9 Vielfaches der Erdbeschleunigung
X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-Galactopyranosid
XGPRT Xanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
XMP Xanthinmonophosphat

z.B. zum Beispiel

ZPE zytopathischer Effekt

Q Ohm
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