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Einleitung

1 Einleitung

Bei der felinen infektiosen Peritonitis (FIP) halides sich um eine weit verbreitete, meist
todlich verlaufende Infektionskrankheit der KatEgne erfolgversprechende Impfung oder
Therapie der Erkrankung gibt es bislang nicht. gerest das feline Coronavirus (FCoV), das
in Form zweier verschieden virulenter Biotypen wwrknen soll, dem felinen enteralen
Coronavirus (FECV) und dem felinen infektibsen #mitisvirus (FIPV). Man nimmt an,
dass das FIPV durch Mutation(en) aus dem FECV ehtt@®oland et al., 1996; Vennema et
al., 1998; Vennema et al., 1999). Im Gegensatz gahwerwiegenden Verlauf der FIPV-
Infektion aul3ert sich eine Infektion mit dem FEGWVder Regel nur subklinisch, obwohl sich
die beiden Biotypen antigenetisch nicht untersaneidie Pathogenese der Erkrankung ist

nur ansatzweise geklart und weist zurzeit nocreigltsel auf.

Das Genom der felinen Coronaviren enthalt zwei Abgte, die fur Nichtstrukturproteine

unbekannter Funktion codieren und die in die Gemeb3und ¢ sowie 7a und b eingeteilt
werden. Sie liegen zwischen den Strukturproteingetes Virus. In diesen Genombereichen,
mit signifikanter Haufung im 3c-Gen, wurden in usthiedlichen Studien Deletionen bei
FIPV gefunden, die bei nahe verwandten FECV niclchweisbar waren (Chang et al., 2010;
Vennema et al., 1998).

Uber die Bedeutung dieser Deletionen in den Niohitstirproteingenen gibt es bislang nur
Spekulationen, die zum Teil auch widersprichliamds{Brown et al., 2009; Chang et al.,
2010; Kennedy et al., 2001a; Kennedy et al., 2006s et al., 2000; Lin et al., 2009a;

Vennema et al., 1998). Dennoch wurde postulierssddnterschiede im 3c-Gen mit der
Virulenzsteigerung der FIPV in Verbindung stehenri@n. AuRerdem sollen Deletionen im
7b-Gen zu einer abgeschwéchten Virulenz des Viiuseh (Herrewegh et al.,, 1995a;
Vennema et al., 1998). Es wurde allerdings in vi¢téllen mit felinen Coronavirusstammen
gearbeitet, die im Labor mehrfach in Zellkultureraspagiert wurden und somit

madglicherweise Mutationen aufweisen, die bei Félashen nicht vorkommen.

In der vorliegenden Arbeit wurde Coronavirus-RNAe#lt aus dem Katzensektionsgut des
Institutes fur Veterinar-Pathologie der Justus-lgebniversitdt Giel3en isoliert und der
Genombereich der Nichtstrukturproteingene 3c undmitbels Polymerase-Kettenreaktion
und anschlieRender Sequenzierung detailliert wntbts Dies ermdglichte einen Einblick,
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inwieweit Mutationen bei spontanen FIPV-Infektion@nvivo tatsachlich auftraten. Da die
erkrankten Katzen vollstandig seziert wurden, kenrtudem die auftretenden pathologisch-
anatomischen Verédnderungen mit dem Vorhandenseisprechender Mutationen im
Virusgenom in Beziehung gesetzt werden. Von besenddnteresse war auf3erdem, ob in
unterschiedlichen Geweben innerhalb einer FIP-Kaieeschiedene Deletionsmutanten
feststellbar waren. Bisherige Untersuchungen béséten sich auf die Virus-RNA-
Isolierung aus einem oder nur wenigen unterscluedh Geweben pro Katze, wobei
hauptséachlich Kot und Aszites als Ausgangsmatdréaten. Hier wurde ein gro3es Spektrum
an Geweben (Bauchwand, Netz, Leber, Darm, Zwelchfielesenteriallymphknoten, Milz,
Pankreas, Niere, Lunge, Gehirn und in einzelnefeir&@uch Kot) von jeweils einer FIP-
Katze in die Untersuchung mit einbezogen. Dadumtnken auch rein granulomatdse FIP-

Formen (s.u.) ohne Aszites bertcksichtigt werden.

Diese Erweiterung bisheriger Studien sollte eineiirBg liefern zum Erkenntnisfortschritt in
der Pathogenese der FIP, da eine Aussage Uber eldmldéén der felinen Coronaviren

innerhalb einer erkrankten Katze ermdéglicht wird.
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2 Literaturtbersicht
2.1 Feline infektiose Peritonitis

2.1.1 Geschichte und Epizootiologie

Die feline infektiose Peritonitis ist eine bei Katz und anderen Feliden vorkommende
systemische Infektionskrankheit. Nach Ausbruch Eeerankung verlauft sie in der Regel
tédlich. Die Bezeichnung ,FIP* stammt aus dem JB®86, als bei insgesamt 16 natdrlich
infizierten und zur Sektion vorliegenden Katzen Kmankheit zum ersten Mal beschrieben
wurde (Wolfe und Griesemer, 1966). Berichte Uber &hnliches Krankheitsbild liegen
jedoch bereits aus frilheren Jahren vor (FeldmadnJariner, 1964; Holzworth, 1963).

Als Erreger wurde 1968 ein Virus gefunden (Wardlet1968; Zook et al., 1968), bei dem
Ward (Ward, 1970) zwei Jahre spater elektronenrskapisch Ahnlichkeiten mit dem
humanen Coronavirus 224-E und dem Maus-Hepatitigsvieststellte. Im Jahr 1976 konnte
die Coronavirusatiologie bestétigt werden (Osteshetal., 1976; Pedersen et al., 1976a).

In einer Untersuchung von Reinacher und Theilen8T1%onnte bei rund 16 % der
Sektionskatzen (176/1095) eine FIP diagnostiziestden. Damit ist die Erkrankung die
haufigste letale Infektionskrankheit der Katze.

Neben domestizierten Hauskatzen sind auch LéwegerTiPumas, Jaguare, Leoparden,
Geparde, Luchse und wilde Kleinkatzenarten furuliektion empfanglich (Juan-Sallés et al.,
1998; Kennedy et al., 2001b; Kennedy et al., 2008)l-Murphy et al., 1994; Roelke et al.,
1993; Watt et al., 1993).

Die FIP kommt weltweit in Katzenpopulationen voduritt meist in den Wintermonaten und
im Fruhjahr auf (Rohrbach et al., 2001).

Betroffen sind vorwiegend jingere Katzen im Alteanvé Monaten bis 5 Jahren, wobei
Erkrankungen innerhalb der ersten 24 Lebensmorestenolers haufig auftreten (Rohrbach et
al., 2001). Insbesondere in Katzenzuchten, Tiereeimund anderen grof3eren
Katzenhaltungen stellt die Erkrankung ein Probleam da viele Tiere auf verhaltnismalRig
engem Raum zusammenleben und die Virustbertragndg-persistenz im Bestand leicht
maoglich sind. So wurden in verschiedenen Studien80e% bis 90 % der Katzen aus
Mehrkatzenhaushalten Antikorper gegen das Virushgewiesen; bei einzeln gehaltenen

Katzen fand sich eine Seropravalenz von 10 % bi8e5(Pedersen, 1976b; Sparkes et al.,
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1992a; Sparkes et al., 1992b). Jedoch bricht meisbei circa 5 % der Tiere aus Bestanden
mit endemischer FCoV-Infektion die tédlich verlaude Erkrankung aus (Addie et al., 1995),
unter besonderen Umstanden kann ein Krankheitsaclsbaber auf circa 50 % steigen
(Leukert, 2002). Die FIP-Morbiditats- und -Mortélisrate sind damit eher als niedrig
einzustufen; die Letalitat liegt allerdings bei aharnd 100 % (Pedersen et al., 1981a).

Es wurde Uber ein gehéuftes Auftreten von FIP-Rabei bestimmten Katzenrassen wie zum
Beispiel Bengal, Birma, Ragdoll und Abessinier itdget und eine genetische Komponente
als Ursache in Betracht gezogen (Pesteanu-Somogi,2006). Diese Beobachtung lasst
sich mdglicherweise auch dadurch erklaren, dasssdRatzen meist aus grol3eren
Katzenpopulationen stammen und damit einem genkeddléren Infektionsdruck ausgesetzt
sind als einzeln gehaltene Tiere. Darlber hinauvd @i Rassekatzen oft eine umfangreichere
Diagnostik durchgefuhrt (Robison et al., 1971). A&wlem waren in einer Untersuchung
vermehrt ménnliche, nicht kastrierte Tiere betnoffevdahrend weibliche, kastrierte Katzen
unterreprasentiert zu sein schienen (Rohrbach .et2801). Eine Assoziation zwischen
Geschlecht und der Wahrscheinlichkeit eines FIPbfushs bleibt jedoch fraglich, da in
einer anderen Studie keine Geschlechtsdispositdagy (Foley et al., 1997).

Foley et al. (1997) nahmen als Hauptrisikofaktofénden Ausbruch der Erkrankung die
leicht mdgliche fako-orale Virustbertragung bei engsammenlebenden Katzen gréf3erer
Bestdnde, chronische Virusausscheider sowie diefudguvon genetisch anfélligeren

Blutlinien an.

Feline Coronaviren werden von infizierten Tiereshiesondere mit den Fazes ausgeschieden.
Eine Ausscheidung lber den Oropharynx sowie mihWmd Augensekreten ist moglich,
epizootiologisch wohl aber von untergeordneter Badgg (Addie und Jarrett, 2001; Hardy
und Hurvitz, 1971; HOk, 1989; Hoskins, 1991; Statieéaal., 1988a).

Nach experimenteller Infektion konnten Stoddartaét (1988b) ab 2 bis 7 Tagen post
infectionem Coronavirus sowohl in den Féazes alshame Speichel nachweisen. Daftr
wurden kultivierte feline embryonale Lungenzeller Kot- und Speichelmaterial inokuliert.
Nach maximal 15 Tagen schien die Ausscheidung gtiesen. Allerdings war das der
Zeitpunkt, an dem Kklinische Symptome auftraten, aufitin die Katzen nur wenige Tage
spater euthanasiert wurden. Mittels Real-time PCRurden deutlich langere
Ausscheidungszeiten experimentell infizierter Katfestgestellt. Bis zu 18 Monate post
infectionem konnten relativ hohe Virusmengen im Kathgewiesen werden. Danach waren

die betroffenen Katzen entweder in der Lage, dasusvizu eliminieren, oder aber sie

4
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entwickelten sich zu persistierenden oder interenghden Ausscheidern (Pedersen et al.,
2008).

Naturlich infizierte Katzen scheiden das Virusigser mehrere Monate aus, bei Ausbruch der
FIP ist sogar eine Ausscheidung bis zum Tod modlietiey et al., 1997; Harpold et al.,
1999; Herrewegh et al., 1997). Chang et al. (20ifjegen postulierten, dass Katzen mit FIP
haufig die primare Darminfektion mit Coronavireninghierten und deshalb ein
Virusnachweis im Kot in vielen Fallen nicht mehr ghiéh sei. Da eine Infektion mit FCoV
keine Aussage darUber zulasst, ob oder wann esAaiitreten einer FIP kommt, ist relativ
wenig Uber die Inkubationszeit bei spontanen Falkkannt. Unter experimentellen
Bedingungen ermittelte durchschnittliche Uberlelzeiten nach oronasaler Infektion
schwankten grob zwischen 16 und 54 Tagen, wob& &wgnptome haufig bereits innerhalb
einer Woche post infectionem auftraten (De Groghks et al., 2005; Evermann et al.,
1981). Naturliche FIP-Ausbriiche treten in grol3ekKarizenpopulationen meist enzootisch
auf. Man geht davon aus, dass bestimmte Virusstaivoehen, Monate oder sogar Jahre
klinisch inapparent in einzelnen Katzen persistikénnen, bis sporadisch Tiere erkranken
(Pedersen, 2009). Seuchenhafte Verlaufe mit ptbtzin Auftreten von Erkrankungen bei
einer groReren Katzenzahl sind beschrieben, aber &k Seltenheit anzusehen (Leukert,
2002; Potkay et al., 1974).

2.1.2 Atiologie

Die FIP wird ausgeldst durch das FIP-Virus (FIPWYEi dem es sich um ein felines
Coronavirus (FCoV) handelt. Die Subfamilie Coromende bildet gemeinsam mit der
Subfamilie Torovirinae die Familie Coronaviridaeglehe wiederum mit den Arteriviridae

und den Roniviridae zur Ordnung Nidovirales zusamgeéasst wird (Lai et al., 2007).

2.1.2.1 Coronaviren

2.1.2.1.1 Morphologie

Coronaviren sind behillte, kugelférmige bis pleopi&a RNA-Viren mit einem Durchmesser
von circa 100 bis 160 nm. Benannt sind die Virechnarem morphologischen Aussehen, das
an eine Krone (lat. ,corona*“) erinnert (Spaan et2005). Im Innern des Virions befindet sich
die genomische RNA, die mit dem Nucleocapsid-Pno{dl-Protein) assoziiert ist und mit
diesem das virale Nukleokapsid bildet. Es ist lagymmetrisch aufgebaut und wird von der

Virushille umgeben. Letzere besteht aus einer hpithbran mit eingelagerten Proteinen.

5
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Die Virusoberflache tberragend finden sich krangasnhgeordnete Peplomere, die S-

Proteine (SProteine). Sie verleihen den Coronaviren ihr charatisches AusseheBei

einzelnen Coronavirusvertretern der antigenetiscl@mippe 2 sowie dem Truthe-

Coronavirus (antigenetische Gruppegibt es zusatzlich kleinere stachelférmige Protem
der Virushulle, die mit einer Hamaggluti-Esterasd-unktion ausgestattet sii Alle

Coronaviren verfigen Uuber das Membi-Protein (MProtein), welches die gesan
Lipidmembran durchzieht und Verbindung zum innenlegenen Nukleokapsid he
Desweitererenthalt das Virion ein kleineres Hullprotein, dasv&lopeProtein (E-Protein)
(Lai et al., 2007).

Die Strukturproteine dieneprimér dem strukturellen Aufbau des ViruspartikeDariber
hinaus fungiert das Brotein al Andockstelle an Rezeptoren aidr Wirtszell, wodurch die
Fusion zwischen Virushille und Zellmembran induzwerden kann@e Groot et al., 198¢
Lai et al., 2007).

Abbildung 1 zegt schematisch den Aufbeeines Coronavirus ohne Hamagglut-Esterase.
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Abb. 1 Coronavirus-Aufbau

S = spike protein; M = membrane protein; E = enpelprotein; N = nucleocapsproteir
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2.1.2.1.2 Genom

Das Genom der FCoV besteht aus einer einzelstrangRNA. Diese ist linear, nicht
segmentiert und weist eine positive Polaritat Badurch ist sie infektios und kann direkt als
MRNA fungieren. Mit rund 30 Kilobasen (kb) Langesiteen Coronaviren von allen RNA-
Viren das grofite Genom (Lai und Cavanagh, 1997;tév®s2006). Die Gene fur die
Strukturproteine sind in 5'-3'-Orientierung wiegobhacheinander angeordnet: Spike (S)-Gen,
Envelope (E)-Gen, Membrane (M)-Gen, Nucleocapsig@&n (De Haan et al., 2002). Vor
dem S-Gen liegen die beiden ,open reading fram@RHK) 1a und 1b, die zwei Drittel der
gesamten Genomlange in Anspruch nehmen. DiesericBediert flr insgesamt 16
enzymatisch aktive Nichtstrukturproteine, die zungicals Polyprotein synthetisiert werden
und die RNA-Replikation und —Transkription bewedksgen (Lai et al., 2007).

Zusatzlich gibt es zwei Bereiche, die Nichtstrugtoteingene mit einer unterschiedlichen
Anzahl an ORF enthalten. Benannt nach der Positiah der Reihenfolge ihres Auftretens
auf dem Genom ist das einmal Gen 3, welches zwisdeen S- und dem E-Gen liegt und je
nach Coronavirus aus bis zu 3 ORF (ORF 3a, 3b ghthé&steht. Zum anderen befindet sich
am 3'-Ende nach dem N-Gen das Nichtstrukturprogging mit bis zu 2 ORF (ORF 7a und
7b) (Lai et al., 2007). Das Genprodukt von ORF 3a&de zumindest beim severe acute
respiratory syndrome (SARS-) Coronavirus jedochvaies Strukturprotein identifiziert (Ito
et al., 2005).

Die Gene werden flankiert von einer Methylkappeaf am 5'-Ende, gefolgt von einer 65
bis 98 Basen langen ,leader sequence” (LS) undr €86-400 Basen langen ,untranslated
region“ (UTR) sowie am 3'-Ende von einer weiteréfRJDas 3'-Ende ist polyadenyliert. Die
UTR sind bei der RNA-Replikation und der Transkopt von Bedeutung. Zwischen den
einzelnen Genen liegen kurze Abschnitte, die alstergenetische oder
transkriptionsassoziierte Sequenzen bezeichnetenedh sie in die Herstellung von mRNA
involviert sind (Lai et al., 2007). Eine schemalisdJbersicht tiber das Coronavirusgenom ist
in Abbildung 2 dargestellt. Grau unterlegt sind elatie Gene flur die Strukturproteine; bunt
hervorgehoben sind die Nichtstrukturproteingei@Gc und ORF 7b.
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Abb. 2 Schematische Darstellung des Coronavirusgenom$éspiel des FCoV)
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2.1.2.1.3 Replikationszyklus

Nach dem Andocken der S-Proteine an spezifischefRezGlykoproteine der Wirtszelle
kommt es zur Fusion zwischen Virushille und Plaserabran oder der Membran von
Endosomen. Von der ins Zytoplasma der Wirtszelggésetzten Virus-RNA werden direkt
ORFla und 1b am Ribosom abgelesen und in die Reotgs Replikations-Transkriptions-
Komplex Ubersetzt. Dieser nutzt die genomische dtasg-RNA als Matrize zur Synthese
von Negativstrang-RNA. Von dieser wiederum wird eerhgenomische RNA hergestellt.
AulRerdem entstehen bei der Replikation der Coreeavinehrere subgenomische mRNAs
(Lai et al., 2007). Die Bildung eines sogenannteested set‘ mehrerer subgenomischer
MRNASs ist ein Transkriptionsmechanismus, der derirg®ern der Ordnung Nidovirales (lat.
»nidus® = Nest) eigen ist. Prinzipiell entsteherbdamRNAs, die jeweils nur die Information
eines Struktur- beziehungsweise Nichtstrukturpngens tragen. Zum Teil liegen auch
Uberlappende Abschnitte mehrerer Gene vor; dieslation findet jedoch in der Regel pro
MRNA nur von einem Gen statt. Die mMRNAs sind dafumitktionell monozistronisch. Sie
besitzen eine identische LS am 5'-Ende, gefolgtdemSequenz des zu translatierenden Gens
(Lai und Cavanagh, 1997). Der genaue MechanismuSylghese subgenomischer mRNAs
wurde lange Zeit kontrovers diskutiert. Man isthsiceutzutage dartiber einig, dass die
subgenomischen mMRNAs durch diskontinuierliche Tkapson gebildet werden. Hierzu
existieren zwei mogliche Modelle:

1. Diskontinuierliche Transkription wéahrend der Wwstrang-Synthese (,leader-primed
transcription®): Nach diesem Modell soll die Syrdbeder positiv-RNA diskontinuierlich
ablaufen. Von der Negativstrang-RNA wird nur die & 3'-Ende abgelesen, diese
dissoziiert dann vom Matrizenstrang, um quasi ails\é an die intergenetischen Sequenzen
vor den einzelnen Genen zu binden und die Transimieweils eines Gens zu veranlassen.
2. Diskontinuierliche Transkription wahrend der ggstrang-Synthese: Bei diesem Modell
soll bereits die Umschreibung der genomischen RhNA&an komplementéaren Negativstrang
diskontinuierlich ablaufen. Die Polymerase liestgds nur bis zur nachsten intergenetischen
Sequenz den Strang genomischer RNA ab, bildet ssathijenomische Negativstrang-RNAS,
die dann wiederum in Plusstrang-Orientierung umgesicen werden.

Es ist zwar nicht eindeutig geklart, ob die Positoder die Negativstrang-Synthese
diskontinuierlich ablauft, favorisiert wird allerdis das zweite Modell (Sawicki und Sawicki,
2005).
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Nach der Synthese der Strukturproteine vereinigh situndchst das N-Protein mit neu
gebildeter genomischer RNA zum Nukleokapsid, umlisBhch von den die Virushille
bildenden Strukturproteinen umschlossen zu werbletztere werden im endoplasmatischen
Retikulum unterschiedlich prozessiert und modifizibis schliel3lich die zusammengesetzten
Viruspartikel Uber Golgi-Vesikel mittels Exozytoaas der Zelle ausgeschleust werden (Lai
et al., 2007).

2.1.2.1.4 Coronaviren und Mutationen

Coronaviren weisen generell eine hohe Mutationsaatewas hauptséachlich in der Fehlerrate
der RNA-Polymerase begriindet liegt. Bislang gingnrdavon aus, dass RNA- im Gegensatz
zu den meisten DNA-Polymerasen keinerlei Korrekggfunktionen (,proof-reading®)
besaRen (Holland et al., 1982). Neueste Studieegbel jedoch, dass solche Mechanismen
auch bei der RNA-Polymerase von Coronaviren exati€Denison et al., 2011). Allerdings
ist davon auszugehen, dass diese Korrekturmechanismht so effektiv arbeiten wie die der
DNA-Polymerasen.

Die oben beschriebene diskontinuierliche Synthemgen Virus-RNA, verbunden mit dem
haufigen Anheften und Wiederablésen der RNA-Polaseram und vom Matrizenstrang
fordert zudem die Entstehung neuer Virus-Rekomhara(Brian et al., 1997).

Mutationen spielen eine wichtige Rolle in der Veuslution. Auf diese Weise kann es zu
einem geadnderten Organtropismus oder gar zu eipezi&uberschreitung des Virus
kommen (Compton et al., 1993). Im Falle von Coramawvist eine ganze Reihe an Beispielen
bekannt. So traten seit den 1980er Jahren Faller mvuen Atemwegserkrankung bei
Schweinen auf. Als Erreger wurde porzines respistbes Coronavirus (PRCV) gefunden
(Pensaert et al., 1986). Die im Zuge der Infeky@bildeten Antikdrper sind auch fur das
transmissible Gastroenteritis-Virus (TGEV) neusigiend. Man schloss daraus, dass das
PRCV durch Mutation aus dem TGEV entstanden sei daidgei den Tropismus fur den
Gastrointestinaltrakt vollstandig verloren haben@aert et al., 1986). Als weiteres wichtiges
Beispiel fur die hohe Mutationsbereitschaft der ddawviren und dem damit verbundenen
Hervorgehen neuer Coronavirus-Typen kann das sexere respiratory syndrome (SARS-)
Virus angefuihrt werden. Nach den weltweit bedeussar8ARS-Ausbrichen im Winter
2002/2003 konnte schliel3lich ein neues Coronawlsi€rreger identifiziert werden (Drosten
et al., 2003; Ksiazek et al., 2003).
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2.1.2.1.5 Einteilung der Coronaviren

Coronaviren wurden traditionell in drei verschiegeantigenetische Gruppen eingeteilt
(Gonzalez et al., 2003). Feline Coronaviren gehdwerh dieser serologischen Einteilung der
Gruppe 1 an. Weitere Vertreter der Gruppe 1 singl ciine Coronavirus, das humane
Coronavirus 229E, das transmissible Gastroentdritis, das porzine respiratorische
Coronavirus und das Kaninchen-Coronavirus. Datepirational Committee on Taxonomy
of Viruses" hat unléngst eine neue Klassifizierudey Coronaviren in die Genera Alpha-,
Beta-, Gamma- und Deltacoronavirus vorgenommen,ddkealte Einteilung ersetzen soll.
Eine Ubersicht iber die neue Einteilung und dieoEinung feliner Coronaviren ist in
Abbildung 3 dargestellt.

10
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Coronaviridae

» Coronavirinae

Alphacoronavirus

Alphacoronavirus 1 =———> Feline Coronaviren
Humanaoavirus 229E
Humanaoavirus NL63
Minioptesrbat coronavirus 1
Minioptsrbat coronavirus HKUS8
Porcimademic diarrhea virus
Rhinolaghbat coronavirus HKU2
Scotopisibat coronavirus 512
unclagsifalphacoronavirus

Betacoronavirus

Betacaawimus 1

Coronadrgroup 2b

Coronasgrgroup 2c

Humanaoavirus HKU1

Murineronavirus

Pipistusl bat coronavirus HKU5S

Rousetiad coronavirus HKU9

Severeataaespiratory syndrome-related coronavirus
Tylonyadtebat coronavirus HKU4

unclassif Betacoronavirus

Deltacoronavirus
Bulbul coronavirus HKU11
unclaesif Deltacoronavirus
Gammacoronavirus
Avian oo@avirus

Beluga &\ coronavirus SW1

unclassified coronaviruses

Abb. 3 Taxonomie der Coronavirenach: National Center for Biotechnology Information
(http://www.nchbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwiagi?mode=Undef&id=11118&IvI=3&keep=1&srch
mode=1&unlock [Stand: 14.11.2012])
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2.1.2.1.6 Feline Coronaviren

Das Genom feliner Coronaviren enthélt neben dendiérReplikation und Transkription
erforderlichen Gene und den Genen fiur die Struktteme 5 ORF, die fir
Nichtstrukturproteine codieren (siehe Abbildung E)ne Hamagglutinin-Esterase ist nicht
vorhanden.

Hinsichtlich ihrer Virulenz unterscheidet man belifen Coronaviren zwei Bio- oder
Pathotypen: das feline infektiose Peritonitis-Vi(&dPV) und das feline enterale Coronavirus
(FECV). Die aktuelle Vorstellung ist, dass das FIB¥rch Mutation(en) aus dem FECV
hervorgeht, wodurch es zu einem Virulenzgewinn kamiba keine morphologische oder
serologische Unterscheidung der beiden Biotypenliotogst, handelt es sich bei FIPV und
FECV um ein und dieselbe Spezies (Poland et a@6;19ennema et al., 1998; Vennema et
al., 1999).

In ihrem biologischen Verhalten unterscheiden iRV und FECV jedoch maligeblich.
Wahrend letztere meist klinisch inapparente Inteten oder lediglich milde Diarrhoen
verursachen, fuhren FIPV zum Ausbruch der todlidBgmankung.

Die Tatsache, dass in Katzenpopulationen mit emadwgr FCoV-Infektion in der Regel nur
Einzeltiere erkranken und Kontakttiere nicht zwdégfg eine FIP entwickeln, spricht dafir,
dass das FIPV erst in der Katze entsteht, die &h dfkrankt (Evermann et al., 1991;
Herrewegh et al., 1995a; Poland et al., 1996). Elhertragung des bereits mutierten Virus
auf andere Katzen scheint daher selten vorzukomiberkert (2002) erhielt jedoch in einer
Feldstudie zur Wirksamkeit eines Impfstoffes gedel® Hinweise auf eine direkte
Virusubertragung. 40 SPF-Katzen wurden mit 10 FQ@ogiiven Tierheimkatzen in einer
Gruppe gehalten, woraufhin 45 % der SPF-Katzen noetar weniger gleichzeitig FIP
entwickelten. Das zuféllige, parallele Auftreterdiidueller Mutationen schien bei diesem
hohen Prozentsatz an Erkrankungsfallen eher unaiadirdich zu sein.

Die Lokalisation im FCoV-Genom, die mutiert und d&s8CV zum FIPV macht, ist bislang
nicht bekannt. Es gibt Studien, in denen Deletioman3c-Gen im Verdacht stehen, eine
Steigerung der Virulenz zu bewirken (Balint et 2D,12; Chang et al., 2010; Vennema et al.,
1998). Gleichzeitig wurde postuliert, dass das Ausanwirken von Mutationen im 3c- und
7b-Gen eine Schlusselrolle in der Unterscheidung #PV und FECV spielen konnte
(Vennema et al., 1998). Weiterhin gibt es eine Reibin Untersuchungen, die den Versuch

unternahmen, FIP-Ausbriiche mit Mutationen in dechbéitrukturproteingenen 7a und 7b zu

12



Literaturiibersicht

korrelieren (Brown et al., 2009; Kennedy et al.028; Kennedy et al., 2006; Kiss et al., 2000;
Lin et al., 2009a).

Die Fahigkeit des FCoV, sich effektiv in Makrophagau vermehren und damit systemisch
im Korper ausbreiten zu kénnen, steht mit Mutatroma S-Protein und méglicherweise auch
mit Mutationen in ORF 3abc in Verbindung (Balint a&t, 2012; Rottier et al., 2005).
Allerdings ist auch bei klinisch gesunden Katzeneesystemische Ausbreitung von FCoV
Uber das Blut mdglich (Gunn-Moore et al., 1998airelgegh et al., 1995b; Herrewegh et al.,
1997; Kipar et al., 1999). Eine Unterscheidung e FIPV und FECV auf der Basis des

S-Gens beziehungsweise -Proteins alleine lasst #aime Aussage Uber den Biotyp zu.

Neben der Unterteilung in Biotypen erfolgt bei FCaM3erdem noch eine Einteilung auf der
Basis ihrer Verwandtschaft zum caninen Coronav(€oV). Danach werden die beiden
Serotypen | und Il unterschieden, wobei nur detyer Il im Virusneutralisationstest mit
CCoV kreuzreagiert (Pedersen et al., 1984a; Shilad,e2007). Unterschiede zwischen den
beiden Serotypen finden sich insbesondere im Sir@Eiscus und Teramoto 1987a). Dieses
stimmt bei Typ II-Stammen deutlich besser mit demiger Coronaviren Uberein als mit dem
S-Protein feliner Coronaviren vom Typ |. Die engdigenetische Verwandtschaft zwischen
Typ lI-FCoV und CCoV wird durch die Rekombinatiomes Typ I-Stammes mit einem
CCoV erklart (Herrewegh et al., 1998; Motokawa let 8996). Anders als bei den Biotypen
sagt die Zugehdrigkeit zu einer der beiden serstdgin Gruppen nichts Uber die Virulenz
aus. Von beiden Serotypen existieren sowohl houglente FIPV-Stamme als auch
vergleichsweise harmlose FECV (Pedersen et al4d)9®er Grad der Verwandtschaft zum
Coronavirus des Hundes liefert somit auch keinemwdis auf das Krankheitspotential der
FCoV.

Serotyp II-Stamme lassen sich verhaltnismaRig taichvitro kultivieren und wurden daher
fur Laboruntersuchungen bevorzugt eingesetzt. B&diffektionen dominiert allerdings der
Serotyp |, der nur schwer in der Zellkultur anzbelntist (Benetka et al., 2004; Hohdatsu et
al., 1992; Kummrow et al., 2005; Lin et al., 2009b)

Dieses unterschiedliche Anzuchtverhalten hangtdait von Coronaviren als Andockstelle
genutzten Rezeptorproteinen auf der Wirtszellobehé zusammen. Fur Coronaviren, die
nach alter Einteilung zur antigenetischen Gruppgehdren, wurde die membranstandige
Aminopeptidase N (APN) als Rezeptor identifiziéde(mas et al., 1992; Yeager et al., 1992).
Bei FCoV konnten allerdings ausschlieZlich Serdtyptamme in Zelllinien mit feliner APN
eine Infektion hervorrufen (Dye et al., 2007; Hotsdaet al., 1998; Tekes et al., 2010). Die
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Interaktion von Typ I-Stammen mit der Wirtszelle hemt (ber ein anderes
Oberflachenprotein abzulaufen. Regan et al. (200@sen felines C-Typ-Lektin als
Corezeptor fur das Eindringen auch von FCoV Typérsnen in Wirtszellen nach.

Unabhangig von den Bio- und Serotypen treten bedWF@n Lauf der Virusvermehrung
immer wieder Mutationen auf, was, wie bereits bastlen, an der hohen Fehlerrate der
RNA-Polymerase und der diskontinuierlichen Transkon liegt. So lassen sich bei FCoV
haufig komplexe Viruspopulationen oder Quasispeniashweisen (Battilani et al., 2003;
Gunn-Moore et al., 1999).

Beim Vergleich von Isolaten aus verschiedenen Katfel auf, dass insbesondere
geographisch getrennt lebende Tiere sehr untedigiie Stamme beherbergten. FCoV aus
verschiedenen Katzen einer gemeinsamen Gruppe dengearen phylogenetisch naher
verwandt (Vennema et al., 1998). Allerdings konnsegar bei ein und derselben Katze in
verschiedenen Organen beziehungsweise zu untedBchen Untersuchungszeitpunkten
differente Stamme festgestellt werden (Battilaralet2003; Gunn-Moore et al., 1999; Kiss et
al., 2000). Dabei war die hochste Variabilitat sbivam S- als auch im N-Gen zu

verzeichnen.

Noch relativ aktuell ist die Beschreibung eines -BHplichen Krankheitsbildes beim
Frettchen (Martinez et al., 2006; Martinez et 2008). Da im Rahmen dieser Untersuchung
immunhistologisch  Coronavirusantigen der seroldggec Gruppe 1 in  den
histopathologischen Lasionen nachgewiesen werdemt&p wurde als mogliche Ursache
felines Coronavirus diskutiert. Damit wurde die Hanspezifitat des Virus fur Angehdorige
der Felidae erstmals in Frage gestellt. Nach neuérerschungsergebnissen geht man
allerdings davon aus, dass es sich bei dem Freti¢lvas um eine virulentere Form des erst
2006 von Wise et al. identifizierten ,ferret entedoronavirus“ handelt. Letzteres wurde
ahnlich wie FECV im Zusammenhang mit milden Enidem gesehen. Die virulentere Form
wird als ,ferret systemic coronavirus“ bezeichnatlust mdglicherweise analog dem FIPV
durch Mutationen aus dem enteralen Coronavirusongegangen (Murray et al., 2010; Wise
et al., 2010). Diese These wird von einer Studi¢ weiteren betroffenen Frettchen
unterstitzt, bei denen eine sehr hohe Verwandtsclesf isolierten Virus mit dem ,ferret

enteric coronavirus“ gefunden wurde (Garner et24l08).
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2.1.3 Klinisches Bild und Diagnose

Klinisch &uRRert sich die FIP in zwei Krankheitskeild: der sogenannten feuchten oder
effusiven Form und der trockenen oder granulomatésem. Bei der feuchten (exsudativen)
FIP kommt es zur Ansammlung eines proteinreichlbar aellarmen Exsudates in der Bauch-
und/oder Brusthohle. Klassischerweise tritt chromes, fluktuierendes, antibiotikaresistentes
Fieber (39 °C — 41 °C) uber 2 bis 5 Wochen auf. efudeiden die Tiere haufig unter
Anorexie, Gewichtsverlust, Depression und einerntiliung des Abdomens aufgrund eines
Aszites. In vielen Féllen zeigen betroffene Katzne Anamie und/oder einen lkterus
(Robison et al., 1971).

Auch bei der trockenen (parenchymatésen) Form déP Freten unspezifische
Krankheitsanzeichen wie fluktuierendes Fieber, asgle und Gewichtsverlust Uber einen
Zeitraum von bis zu 12 Wochen oder sogar langer. aZiNS-Stérungen und
Augenveranderungen sind, vor allem bei eher prmregn Verlaufen, moglich (Doherty,
1971, Foley et al., 1998; Singh et al., 2005). I&ianen die einzigen klinischen Symptome
sein, die auffallen. Ergusse in den Korperhéhlemi@n nicht vor oder sind so geringgradig,
dass sie in der klinischen Untersuchung nicht estglt werden kénnen. Insgesamt ist die
trockene Form der Erkrankung langsamer verlaufelsdde feuchte FIP (Montali und
Strandberg, 1972; Robison et al., 1971; Wolfe unésemer, 1966).

Neben den hauptsachlich gefundenen VeranderungdenrKérperhdhlen, den Bauch- und
Brusthdhlenorganen, im ZNS und den Augen wurde dibeln Lasionen in der Haut berichtet
(Cannon et al., 2005; Declercq et al., 2008).

In der Sektion stellt sich bei der feuchten Form Eeguss typischerweise klar, fadenziehend
und gelblich dar. Meistens finden sich Fibrinausfégen, die sowohl frei im Erguss als
Flocken vorliegen als auch samtliche Bauch- und/d8ieisthéhlenorgane membranartig
Uberziehen kdnnen. Haufig fallen bereits makross@pisichtbare Granulome auf diversen
parenchymatdsen Organen und der Serosa auf (Hagtaghj 1980; Montali und Strandberg,
1972; Wolfe und Griesemer, 1971). Diese sind ké@bmrweise gefal3bezogen, wodurch eine
differentialdiagnostische Abgrenzung zu einem tuisen Geschehen, beispielsweise einem
Lymphom, bereits in der pathologisch-anatomischeniekduchung relativ sicher erfolgen
kann.

Granulome sind das Hauptmerkmal der trockenen B#Psich der Krankheitsverlauf in der
Regel Uber langere Zeit hinzieht als bei der fearchitorm, konnen die Granulome bis Uber

einen Zentimeter im Durchmesser grof3 werden. Nelsnserosen Hauten sind vor allem
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Nieren, Mesenteriallymphknoten, Lunge, Leber, Auged die Meningen betroffen (Hayashi
et al., 1980; Montali und Strandberg, 1972). Insbdgre bei protrahierteren Verlaufen zeigt
sich haufig eine ausgepragte granulomatts-nekeotisde Entzindungsreaktion in den
Meningen und dem Plexus chorioideus (Bradshaw.eR@04). Granulome auf Gehirn und
Ruckenmark sind jedoch meistens verhaltnismafign kiend kdonnen daher nur schwer
makroskopisch erkannt werden.

Zusammenfassend lasst sich jedoch festhalten, ahss pathologisch-anatomischen
Veranderungen bei der FIP recht charakteristisod sind die Diagnose in der Regel am
Sektionstisch gestellt werden kann. Sicheren Aldisshiber das Vorliegen einer FIP geben
dann die histopathologische und immunhistologisthgersuchung (Kipar et al.,, 1998;
Tammer et al., 1995). Histopathologisch finden signanulomatds-nekrotisierende
Vaskulitiden, fibrinds-granulomatése Serositiden dunherdférmige  granulomattse
Entziindungen in verschiedenen Organen. Kipar €1888) teilten in einer Untersuchung an
23 FIP-Katzen die histopathologischen Lasionenwerschiedene Kategorien ein:

1.) Diffuse L&sionen auf serdsen Hauten

2.) Granulomatos-nekrotisierende Vaskulitiden

3.) Granulome mit zentralen Nekroseherden

4.) Granulome ohne deutliche Nekrose

5.) Herdférmige und perivaskulare lymphoplasmazt@kiinfiltrate

Die granulomatésen Entzindungen sind gleichermdi&ntrockenen und feuchten FIP-
Fallen nachweisbar. Daher sind die Bezeichnungemctft® und ,trocken* als Kklinische
Begriffe zu verstehen, die nur eine qualitative gage Uber das Vorliegen oder
Nichtvorliegen eines Ergusses zulassen.

Mittels Immunhistologie kann dann spezifisch Coronasantigen in den histopathologischen
Lasionen detektiert werden. Dieses findet sichsigiperweise zellgebunden in Makrophagen

in Granulomen (Tammer et al., 1995).

Im Gegensatz zur postmortalen Diagnostik ist e imitam sehr viel schwieriger, eine FIP

festzustellen. Lediglich bei der effusiven Form ikamfolge der Untersuchung des

Ergussaspirates in Verbindung mit Anamnese undiskirer Symptomatik ein Verdacht

geéaulert werden (Rohrer et al., 1993).

Bei rein trockenen Formen sind Granulome in den ekuglie einzigen FIP-typischen

Entzindungsreaktionen, die beim lebenden Tier ahvasive Mallnahmen gesehen werden

konnen. Eine Biopsie von Granulommaterial aus pmken FIP-Lasionen fur eine
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histopathologische und anschlieRende immunhistetbg Untersuchung gilt allerdings als
bisher beste Methode der intravitalen Diagnosthaf8 et al., 2010).

Der Nachweis zirkulierender FCoV-spezifischer Imiamplexe mittels kompetitivem
ELISA kann zudem hilfreich in der Diagnosefindungins falls gleichzeitig klinische
Symptome aufreten (Schroo, 1994). Es kann abeelienen Fallen vorkommen, dass FIP-
Katzen seronegativ getestet werden. Das kann Hagriindet liegen, dass ein Grol3teil der
Antikorper in den FIP-Lasionen abgelagert ist unmdief nicht in Immunkomplexen
gebundene Antikorper, die allein mit den Ublicherofogischen Tests nachgewiesen werden,
nicht in gréBeren Mengen im Blut vorkommen (Schro©994). Der reine
Antikorpernachweis ist oftmals wenig aussagekraftig auch klinisch gesunde Katzen mit
einer FCoV-Infektion ebenso hohe Antikorper-Titelfveeisen kénnen wie an FIP erkrankte
Tiere (Paltrinieri et al., 1998a).

Im Blutbild zeigen betroffene Katzen haufig eine &hme, eine Neutrophilie mit
Linksverschiebung sowie eine Lymphopenie. Chargtsch ist aul3erdem ein zugunsten des
Globulins  verschobenes  Albumin-Globulin-Verhaltniswobei  insbesondere  die
Gammaglobulinfraktion meist deutlich erhéht ist. ufi§ liegen auch erniedrigte
Albuminwerte vor. Erhohte Leberwerte in Form eindyperbilirubinamie und einer
Erh6hung der Aspartat-Aminotransferase konnen elisnhinweisend auf das Vorliegen
einer FIP sein (Hartmann et al., 2003; Paltring¢ral., 1998a; Paltrinieri et al., 2001; Sparkes
et al., 1991; Weiss und Scott, 1981a).

Rohrer et al. (1993) haben einen Algorithmus zuagbbse der FIP entwickelt, mit dessen
Hilfe unter Einbeziehung von Anamnese, klinischgm@tomatik, Blutbildveranderungen
und FCoV-Serologie in Kombination eine Diagnosefing am lebenden Tier ermoglicht
werden kann. Allerdings liefern die Ergebnisse muar positiven Fall Hinweise auf das

Vorliegen einer FIP. Ein sicherer FIP-Ausschlugsinitam ist derzeit nicht maglich.

2.1.4 Pathogenese

Nach oropharyngealer Aufnahme der FCoV sind dies@dehst in den Tonsillen
nachweisbar, bevor sie die Schleimhautepithelzaelles Darmes befallen (Stoddart et al.,
1988a). Hier kann, insbesondere im Dickdarm, eiaegé Viruspersistenz erfolgen
(Herrewegh et al., 1997; Kipar et al., 2010). Weitgielzellen, die fir die Pathogenese der
FIP Bedeutung haben, sind Monozyten und Makrophageiher ging man davon aus, dass

nur das FIPV in der Lage sei, die Schleimhautbarieu Gberwinden und Makrophagen
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infizieren zu kdnnen (Pedersen et al., 1981b). kgéhsatz dazu wurde das Vorkommen von
FECV ausschlie3lich in den Darmepithelzellen veehuHeute weil? man aber, dass sich
auch in klinisch gesunden Katzen FCoV-Genom im Blathweisen lasst (Gunn-Moore et
al., 1998a; Herrewegh et al., 1995b; Herrewegh.etl897; Kipar et al., 1999). Damit darf
eine Infektion von Monozyten/Makrophagen nicht aer entscheidende Schritt in der
Pathogenese der FIP angesehen werden. Man geldirajiedavon aus, dass ein quantitativer
Unterschied in der Infektion von Monozyten/Makrogéa vorliegt und die FIPV sich im
Gegensatz zu den FECV effektiver in peripheren Mpkagen vermehren kdnnen
(Dewerchin et al., 2005; Stoddart und Scott, 198@ddart und Scott (1989) konnten in
Zellkulturstudien zeigen, dass sowohl FIPV-Stamiseaach FECV Peritonealmakrophagen
infizieren konnen. Allerdings gelang es den FIPMnee deutlich gréRere Zahl an
Makrophagen zu befallen, einen héheren VirustiterZellkulturiberstand zu erzeugen und
sich besser in der Makrophagenpopulation auszereits FECV. Damals war noch recht
wenig uber die molekularen Mechanismen bekannt, dike Aufnahme der FCoV in die
Makrophagen steuerten. Im Jahr 2005 konnten Rettial. die unterschiedliche Effizienz des
Makrophagenbefalls von FIPV und FECV anhand dem8téa FIPV 79-1146 und FECV 79-
1683 bestatigen. Zudem wurden rekombinante FIPAVaezeugt, bei denen einzelne Gene
jeweils durch diejenigen des FECV 79-1683 ersetztden. Wahrend sich das Virus nach
Austausch der E-, M- und N-Gene sowie der Nichkstmproteingene 3abc und 7ab
gleichermal3en wie der FIPV-Wildtyp in den Makropdiagvermehren konnte, war die
Replikationsfahigkeit der Virusvariante mit dem ogkbinanten S-Gen deutlich vermindert
und mit der von FECV 79-1683 vergleichbar. Davassiéich ableiten, dass das S-Gen fir
die Infektiositat des Virus eine grof3e Rolle zuetgn scheint. Ob das jedoch zwangslaufig
mit der Virulenz des betreffenden Stammes im Zusanirang steht, bleibt fraglich. In einer
Untersuchung zur Persistenz feliner Coronaviregesunden Tragerkatzen konnten die Viren
aul3er im Colon auch in Gewebsmakrophagen versaieed@rgane lokalisiert werden (Kipar
et al., 2010).

Balint et al. (2012) verglichen die Replikationstiteit des Typ Il FIPV-Stammes DF-2 mit
mutiertem ORF3abc mit der eines rekombinanten EftaZnmes mit intaktem ORF3abc in
einer Blutmonozytenlinie. Sie stellten fest, das Rieplikation des Stammes mit mutiertem
ORF3abc deutlich besser gelang als mit intaktema@srhnitt. Daraus wurde geschlossen,
dass Deletionen in ORF 3abc bei Typ Il FIP-Virenemem effektiveren Makrophagenbefall

fuhren konnten.
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Als zellulare Rezeptoren, die in die Aufnahme zuwest von Typ Il-Stammen feliner
Coronaviren involviert sind, wurde die feline Ampeptidase N (fAPN) identifiziert (Tekes
et al., 2010; Tresnan et al., 1996). Die Nutzung #APN zum Eindringen in Makrophagen
scheint jedoch bei FECV und FIPV gleich effektiv gein (Rottier et al., 2005). Daruber
hinaus wurde festgestellt, dass das effektiver@ritigen in Makrophagen durch FIPV nicht
Uber den rezeptorerkennenden N-Terminus des Shisodefolgt, sondern tber dessen C-
terminale Region.

Die Internalisierung des FIPV in Monozyten/Makrogéa erfolgt tber Endozytose (Van
Hamme et al., 2007). Der dabei verwendete Endoewteg ist dynaminabhéngig und nicht
an Clathrin oder Caveolae gebunden (Van Hamme, 2G)8).

Eine besondere Eigenschaft der FCoV-Infektion lste sogenannten ,antibody-dependent
enhancement” (ADE). Dabei kommt es zu einer angpigtabhangigen, verstarkten Aufnahme
von FCoV in ihre Zielzellen, die Makrophagen. Vettelt wird dies Uber Fc-Rezeptoren in
der Makrophagenmembran, an welche die Fc-Fragmagrteantigenbeladenen Antikorper
binden. Gekoppelt an Antikérper kann das Virus wdgd effektiver von Makrophagen
aufgenommen werden. Diesen Effekt stellte man #stpach experimenteller Infektion mit
einem FIPV bei bereits seropositven Tieren ein Mesmigter und dramatischerer
Krankheitsverlauf zu beobachten war (Weiss und tSct®8la). Interessanterweise
funktioniert das ADE nur, wenn seropositive Katzeih dem Serotyp infiziert werden, gegen
den sie bereits Antikérper gebildet haben (Takahaale 2008). Allerdings wurde das
Phanomen der antikérperabhangigen Verstarkungngisiar bei experimentellen Infektionen
oder in vitro gesehen. Inwiefern das Auftreten VADE bei naturlichen FIPV-Infektionen
eine Rolle spielt, ist derzeit nicht bekannt. GanzGegenteil stellt sich sogar die Frage, ob
bei natirlichen FIP-Fallen seropositive Katzen robgirweise eine bessere Immunitat gegen
FIP aufweisen als Katzen, die zuvor noch nie Kantak dem Erreger hatten (Addie et al.,
1995).

FCoV besitzen neben dem ADE noch weitere Mechamsmen die Immunantwort des
Wirtes moglichst geschickt zu umgehen. Da in virfigierten Zellen normalerweise eine
Prasentation von Virusantigen an MHC-Molekilen lgtiokonnen solche Zellen mit Hilfe
des Immunsystems bekampft werden. FIPV-infizierteakMphagen exprimieren im
Gegensatz zu FECV-infizierten Makrophagen jedochunka Virusantigen an der
Zelloberflache (Cornelissen et al., 2007; Dewerckin al., 2006). Dadurch kann das

Immunsystem befallene Zellen nur schwer erkenneheliminieren.
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Eine belastbare Immunitdt gegen FIP aufzubaueneisichaufgrund vieler komplexer
Wechselwirkungen des Immunsystems ausgesprochemesich zu sein (Paltrinieri et al.,
1998a). Falls ein Immunschutz gegen FIP bestehgiscdieser zellular vermittelt zu sein
(August, 1984; Pedersen und Black, 1983). Nach ldsherigen Erkenntnissen fihrt eine
humorale Immunantwort zur Beschleunigung des Kraitgherlaufes, was auch im Einklang
mit dem ADE steht (Pedersen und Boyle, 1980; Weiss$ Scott, 1981b). Man nimmt an,
dass das Uberwiegen von humoraler Immunantwortbwefen mit einem schnelleren
Verlauf bis zum Krankheitsausbruch, sich in deccfgan FIP-Form aul3ert (Pedersen, 2009).
Dagegen fuhrt eine dominierende zellulare Immunarttwu protrahierteren Verlaufen mit
einem rein granulomatdésen Erscheinungsbild deraakuang. Entwickelt sich die zellulare
Immunantwort sehr friih im Infektionsgeschehen, bkichzeitig schwach ausgepréagter
humoraler Immunitat, kann die Virusreplikation mogerweise gestoppt und ein

Krankheitsausbruch verhindert werden (Pederser)200

Fur die bei der FIP gefundenen histopathologisdt#sionen wurde lange Zeit eine Typ llI-
Hypersensitivitasreaktion als Ursache angenommanobse-Geels et al., 1980; Jacobse-
Geels et al., 1982; Paltrinieri et al., 1998a; Pssle und Boyle, 1980; Weiss und Scaoitt,
1981a). Hinweise hierfur ergaben das Vorliegen \ahigelagerten 1gG-Antikérpern in
GefalRen sowie der zellfreie Nachweis von Fibrinoged der Komplementkomponente C3.
Die in FIP-Katzen vorhandenen zirkulierenden FCp¥zfischen Immunkomplexe fuhrten
aullerdem zu der Annahme, dass es sich bei den Nagu um einen
immunkomplexvermittelten Ursprung handle (Schro894). In GefaRwénden abgelagerte
Antigen-Antikorper-Komplexe sollen dariber hinaugr fdie erhohte Permeabilitat des
Endothels und damit die Entstehung der Ergussealéeifeuchten FIP verantwortlich sein
(August, 1984; Jacobse-Geels et al., 1980; JacBGbksts et al., 1982).

Die granulomatds-nekrotisierenden EntzindungerdbeiFIP passen jedoch morphologisch
nicht zum Bild einer klassischen Immunkomplexvasgiaul(Kipar, 2002). Wé&hrend sich
letztere durch zirkulare L&sionen um kleine Arteridibrinoide GefaRwandnekrosen und
infiltrierende neutrophile Granulozyten auszeichf@dibas et al., 2007), beschrankt sich die
Vaskulitis bei der FIP auf kleine und mittelgroReenén und wird von Makrophagen
dominiert (Kipar, 2002).

In einer Studie von Paltrinieri et al. (1998b) ktem mittels Immunhistologie in den FIP-

Granulomen gro3ere Mengen an CD4-positiven T-Lyragtem nachgewiesen werden.
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Deshalb wurde postuliert, dass eine Typ IV-Hypesgasitatsreaktion an der Entstehung der
granulomatésen Entziindung bei der FIP beteiligt kénnte.

Wahrscheinlich fihrt eine Fehlregulation der Zyt@dasschittung zu einer UbermaRigen
Aktivierung von Monozyten/Makrophagen sowie zu hfaheftung am Endothel und ihrer
Auswanderung ins Gewebe (Kipar et al., 2006). Hjlechzeitige Auf- und Abregulation
unterschiedlich wirkender Zytokine resultiert seBlich in einem Circulus vitiosus der
entzindlichen Prozesse, was in den klassischenL&®nen (Vaskulitiden, Ergtsse,
Granulome) zum Ausdruck kommt (Dean et al., 2008iisbka et al., 1990; Gunn-Moore et
al., 1998b; Kipar, 2002; Kipar et al., 2006; Kisak, 2004).

2.1.5 Prophylaxe und Therapie

Die Tatsache, dass ein hoher Serum-Antikdrpentiteint vor der Erkrankung schutzt, stellt
eine Herausforderung dar, einen wirksamen Impfsggfen FIP zu entwickeln. Erste
Impfversuche unternahmen Pedersen und Black (1988gm sie Katzenwelpen eine
avirulente FIPV-Variante oronasal verabreichtemeEanschlieRende Infektion mit einem
virulenten Stamm liel3 die Tiere sogar schnelleratken als eine ebenfalls infizierte, zuvor
seronegative Kontrollgruppe. Auch der Versuch, mesi Coronavirus oder rekombinante
Vaccinia-Viren als Impfviren zu verwenden, brachteinen durchschlagenden Erfolg
(Hebben et al., 2004; Stoddart et al., 1988c; Vermet al., 1990).

Auf dem Markt ist seit Anfang der 1990er Jahre eibebendvakzine mit dem
temperatursensitiven FIPV-DF 2 (Primu€elPfizer, Berlin). Nur bei 31 °C, also unterhalb
der Korpertemperatur, ist eine effektive Replikataes Impfstammes mdglich (Christianson
et al., 1989). Diese Temperaturbedingungen hemsdhre oberen Respirationstrakt vor;
deshalb erfolgt die Verabreichung intranasal (Gedieal., 1990). Infolgedessen kommt es
zur Ausbildung einer IgA-gestitzen, lokalen Imméanauf der Schleimhaut. Der Hintergrund
hierfir ist, den Erreger an der Eintrittspforte alangen und die Entstehung einer humoralen
Immunantwort mdglichst zu verhindern (Gerber et d990). In Untersuchungen zur
Wirksamkeit der Impfung wurden jedoch sehr untaestiithe Ergebnisse erzielt. Wéahrend
Gerber et al. (1990) bei 85 % (17/ 20) einer getmpfKatzengruppe einen wirksamen
Impfschutz nachweisen konnten, lagen die Resuttatierer Studien deutlich darunter (Fehr
et al., 1997; Leukert, 2002). Ein sicherer Schutzder Erkrankung besteht nach der Impfung
deshalb nicht.
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Daher stellen ein gutes Hygiene- und Haltungsmanagein groReren Katzenpopulationen
die wichtigsten Prophylaxemal3nahmen dar (AddieJarcett, 1995; Addie et al., 2004). Auf
dem zweiten internationalen FIP-Symposium im Ja@022 wurden Empfehlungen zur
Pravention der Erkrankung herausgegeben (Addie let 2004). Die Strategie, in
Katzenzuchten das Programm des Frihabsetzens undisdigerung von tragenden
Muttertieren und Katzenwelpen anzuwenden, scheinvielen Fallen eine Infektion der
Nachzucht zu verhindern (Addie und Jarrett, 19B&yu missen die Muttertiere 2-3 Wochen
vor der Geburt isoliert werden, um nicht immer veedaufs Neue mit FCoV aus der
Umgebung in Kontakt zu kommen. Im ersten Lebensmbeaitzen Welpen in der Regel
maternale Antikorper, die vor einer Infektion m€&V schitzen (Addie und Jarrett, 1992).
Aus diesem Grund ist es wichtig, die Welpen bergiisAlter von 4-6 Wochen von der
Mutter zu trennen. Bis zum Erreichen der vollstgediAktivitat des Immunsystems im Alter
von circa 16 Wochen muss eine separierte Haltung Wilelpen in einer FCoV-freien
Umgebung erfolgen. Die Herausgeber der FIP-Préwesdizmpfehlungen stellen jedoch fest,
dass ein erfolgreiches Frihabsetzen und Isolieraktipch nur mit sehr viel Aufwand
durchfuhrbar ist. Es mussen strikte Hygienemal3nahimd-orm von raumlicher Trennung,
separaten Futterbehéltern und Schutzkleidung fiarschiedliche Katzengruppen eingehalten
werden. Eine Ubertragung der Viren mit Gegenstandé®m Schuhen, Kleidung oder
Fressnapfen ist leicht mdoglich (Pedersen et al81k® Hinzu kommt, dass nach
erfolgreichem Frihabsetzer-Programm die Welpen zseonegativ fur FCoV sind, sie
deshalb aber nicht vor einer anschlieRend auftieteinfektion mit FCoV geschutzt sind.

Im Zusammenhang mit FIP-Ausbrichen in Katzenzuchterheimen oder anderen gréf3eren
Katzenhaltungen stehen sehr oft Uberbelegung, d@akeyen anderer Infektionskrankheiten
sowie die Haufung von jungen Katzen (Pedersen, R@&rartige Stressfaktoren kdnnen zu
einer Beeintrachtigung des Immunsystems fuhren, wiaslerum zur Folge hat, dass bei
bestehender FCoV-Infektion sich die Viren besondmaisnell vermehren kdnnen. Damit
erhoht sich die Wahrscheinlichkeit, dass im Zuge Weusreplikation FIP-auslésende,
virulente Mutanten entstehen (Poland et al., 1986)sollte daher darauf geachtet werden,
den generellen Infektionsdruck in grof3eren Katzstiéimelen moglichst niedrig zu halten und
Uberbelegung zu vermeiden (Addie et al., 2004).

Solange nicht alle Aspekte der FIP-Pathogeneseadesind, wird es nur schwer moglich
sein, eine sichere Krankheitsprophylaxe zu erreiche

Ahnlich sieht es mit der Therapie aus. Wie bei ohaisten Virusinfektionen, ist bei FIP keine

kausale, sondern lediglich eine symptomatische B#ilbag durchfiihrbar. So gibt es bislang
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kein Mittel, das zur Heilung der FIP fihrt. Der E&tz von Prednisolon und anderen
immunsuppressiven Medikamenten wie zum Beispiel lgpymsphamid wurde versucht,
brachte jedoch keine Uberzeugenden Ergebnisser(@elgind Parker, 1971; Hartmann und
Ritz, 2008). Auf der anderen Seite sind Interfeeden an Katzen mit FIP in der Praxis
durchaus noch ublich, ihre Wirksamkeit ist jedotierefraglich (Ishida et al., 2004; Ritz et
al., 2007).

2.2 Nichtstrukturproteingene

Das virale Genom ist recht tUberschaubar aufgelizuenthalt alle Bestandteile, die fir die
Zusammensetzung des Viruspartikels notwendig siDiese Abschnitte werden als
Strukturproteingene bezeichnet. Dartber hinaus tdmsiviele Viren Gene, die keine
strukturgebende Funktion haben. Man nennt sie desNahtstrukturproteingene. Dazu

zahlen zum einen viruseigene Polymerasegene, dikliifé der Translationsmaschinerie der
Wirtszelle in die entsprechenden Proteine Ubersetrtien und fir die Replikation zustandig
sind. Polymerasegene finden sich bei all den Videa zur Replikation nicht die Enzyme der
Wirtszelle nutzen. Zum anderen gibt es weitere tsichkturproteingene, deren Produkte
haufig eine regulatorische Funktion auf die Viruswehrung oder die Transkription

bestimmter anderer Gene ausiben (http://www.reteremd/files/D017/mD017361.html:

Viral nonstructural proteingStand: 20.11.11]).

2.2.1 Nichtstrukturproteingene bei felinen Coronavien

Bei FECV und FIPV ist die Reihenfolge der Gene dein Einzelstrang-RNA-Genom
identisch. Neben den Genen fir die Polymerase ueiiere Proteine des Replikations-
Transkriptions-Komplex besitzen beide Biotypen zhen dem S- und dem E-Gen das
Nichtstrukturproteingen 3, das aus drei offeneretasmen oder ORF besteht: ORF 3a, ORF
3b und ORF 3c. Am 3'-Ende des Genoms, im Anschimsslas N-Gen, befindet sich das
Nichtstrukturproteingen 7, das die beiden ORF 7@ Tim beinhaltet (De Groot et al., 1988;
Lai und Cavanagh, 1997). Als ORF wird derjenigeddr auf dem Genom bezeichnet, der
zwischen einem Start- und einem Stopcodon liegt wsuinit potentiell fur die
Aminosauresequenz eines Peptids beziehungsweiseirdraodiert. Bei den Produkten des
7a- und 7b-Gens handelt es sich um kleine, hydiophsekretorische Glykoproteine, deren
Funktion noch nicht entschlisselt ist (De Groatlet1988; Vennema et al., 1992a; Vennema
et al., 1992b).
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Potentielle Genprodukte von ORF 3a, 3b und 3c kemart bislang nicht. Ob diese Bereiche
Uberhaupt in ein Protein Ubersetzt werden, istalbsticht bekannt.

Den Nichtstrukturproteingenen wurde zunehmend Bieag geschenkt, nachdem in diesen
Bereichen Sequenzunterschiede zwischen FECV und RiFgefallen waren. Dies stellten

erstmals Vennema et al. (1992b) fest, als sie d@eBomende von FIPV 79-1146 und FECV
79-1683 miteinander verglichen. Dabei zeigte siehHRECV 79-1683 in ORF 7b eine 238
Nukleotide umfassende Deletion im Vergleich zum\EIPrei Jahre spater wurden die ORF
7al7b-Sequenzen mehrerer unterschiedlicher FCowh8& untersucht, um den Grad der
Homologie in diesem Genomabschnitt zu bestimmenmr@degh et al., 1995a). Der Bereich
stellte sich relativ gut konserviert dar und warlawwischen Vertretern verschiedener
Serotypen weitgehend identisch. DarUber hinausaii#] dass bei allen untersuchten, nicht
zellkulturadaptierten FCoV ORF 7b intakt war. Esdan sich lediglich bei FECV 79-1683

die bereits beschriebene Deletion von 238 Nukleotidowie zwei Deletionen von je 95
Nukleotiden bei dem FIPV-Stamm UCD 2. Diese bei&&mme wurden mehrfach in der
Zellkultur passagiert und sowohl das FECV als auwds FIPV erwiesen sich in

experimentellen Studien als avirulent (Fiscus umdlamoto, 1987b; Pedersen und Floyd,
1985). Deshalb wurde von Herrewegh et al. (199%stuybert, dass die Virusattenuierung
moglicherweise mit den gefundenen Deletionen in ORF im Zusammenhang stehe.
Allerdings scheint das nur fur das Wachstum inovidu gelten, da das ebenfalls avirulente,
direkt aus dem Kot isolierte FECV UCD ein intakfds-Gen aufwies (Herrewegh et al.,

1995a). Aus diesem Grund wurde angenommen, dass/ORBer dessen Genprodukt fur die
natirliche Infektion des Virus von Nutzen, jedoahtbehrlich fur das Wachstum in der

Zellkultur sei (Haijema et al., 2003; Herreweglakt 1995a).

Ein alle Strukturproteingene sowie ORF 3abc und Uaffassender Abschnitt des 3'-
Genomendes wurde von Vennema et al. (1998) untarsbafir wurden FECV/FIPV-Paare

aus jeweils gleichen Haltungen mit denen von geugsah getrennt lebenden Katzen
verglichen. Coronaviren unterschiedlicher Herkunfiesen eine deutlich geringere

Verwandtschaft zueinander auf als solche aus ethderselben Katzengruppe. Auf3erdem
fielen Mutationen in ORF 3c und, zu einem geringelPeozentsatz, in ORF 7b auf, die nur
bei FIPV, nicht aber bei FECV auftraten. Erganzenutden die 3c- und 7b-Gene von

weiteren FIPV-Laborstammen analysiert. Auch domdé&n sich Abweichungen in 3c.

Problematisch ist allerdings, dass nicht alle FIPMitierte Nichtstrukturproteingene

aufwiesen. Aul3erdem waren die Mutationen ohne afk@mes Muster verteilt. Dennoch

wurde postuliert, dass diese Mutationen moglichemsvenit dem Auftreten des virulenten

24



Literaturiibersicht

FIPV-Biotyps korreliert seien. Diese Ergebnissedeur mit der von Herrewegh et al. (1995a)
beobachteten Korrelation zwischen Deletionen imGém und einer Abschwachung der
Virulenz in Beziehung gesetzt. Unter der Annahnasscein intaktes 7b-Gen mit der Virulenz
des Virus in Verbindung steht, muss bei den getigavirulenten FECV mit intaktem ORF
7b die Auspragung der Virulenz in irgendeiner Farerhindert werden. Mit Ausnahme des
Zellkulturstammes FECV 79-1683 lag bei den untdmsert FECV ORF 3c intakt vor,
wahrend bei fast allen untersuchten FIPV-Stammdatidaen im 3c-Gen festgestellt werden
konnten. Aus diesem Grund wurde ein Zusammenspiglschen diesen beiden
Nichtstrukturproteingenen vermutet (Vennema et1898). Es wurde argumentiert, dass es
durch Defekte im 3c-Gen zum Wegfall einer mdgliclhegulatorischen Wirkung auf 7b und
damit zum Virulenzgewinn des Virus kommen koénnterflema et al.,, 1998). Ausgehend
von diesen Uberlegungen konzentrierten sich in dEalgejahren verschiedene
Arbeitsgruppen auf die Sequenzanalyse der Niclkistroroteingene. Der Vergleich von
Virus aus FIP-Lasionen mit Isolaten aus dem Darmstdtigte die bereits festgestellte
Haufung von ORF 3c-Mutationen bei FIPV im GegensaizFECV (Chang et al., 2010;
Pedersen et al., 2009). Auch wenn die gefundenetatdoen keine einheitlichen Positionen
aufwiesen, ware ein jeweils davon abgeleitetes eifroin den meisten Fallen nicht
funktionsfahig. Chang et al. (2010) konnten jedbehn 28,6 % (8/28) der Katzen mit FIP
Virus mit intaktem 3c-Gen isolieren. Bei den re$tén 71,4 % (20/28) der Tiere mit
mutierten Virusvarianten in FIP-Lasionen fand sictieressanterweise im Darm, falls
detektierbar, FCoV mit intaktem ORF 3c. Diese Babiang unterstitzte die Vorstellung,
dass durch Mutation(en) virulente Mutanten entsigltie den Darm verlassen und FIP
auslésen konnen. Eine Beteiligung des 3c-Genseseni Prozess wurde fur wahrscheinlich
gehalten, obwohl bei einzelnen Katzen FIPV mit hitlitiertem 3c-Gen auftraten. Pedersen
et al. (2009) stellten jedoch auch in vielen aadeBtruktur- und Nichtstrukturproteingenen
eine hohe Mutationsrate fest.

Tekes et al. (2012) untersuchten Virus-RNA aus K#ezen, die zuvor mit dem
hochvirulenten Typ II-Stamm FIPV 79-1146 experingdintinfiziert worden waren.
Interessanterweise stellten sie fest, dass es inge Zder Virusvermehrung zur
Wiederherstellung einer intakten ORF 3c-Sequenz liadhdas im zur Infektion eingesetzten
Stamm vorkommende Stopcodon in ORF 3c nicht mehrara@en war.

In einer Untersuchung von FCoV aus gesunden Tragesk und an FIP erkrankten Tieren
fanden sich zwischen diesen beiden Gruppen Untedehm 7b- und im M-Gen (Brown et

al., 2009). Es wurde deshalb die Coexistenz eirmmknachenden FIPV-Variante und einer
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avirulenten FECV-Variante in der Katzenpopulationngenommen und die
Mutationshypothese als Ganzes in Frage gestellt.

Die Bedeutung von ORF 7a/7b fur die Virulenz de®¥@vurde in einigen weiteren Studien
eher kontrovers diskutiert. Lin et al. (2009a) fandowohl bei an FIP erkrankten Katzen als
auch bei klinisch gesunden FCoV-Tragern Viren mittisrttem 7b-Gen. Es scheint durch
Mutationen in diesem Bereich somit nicht zwangstiutu der bislang vermuteten
Abschwéchung der Virulenz des Virus zu kommen.

Auch im 7a-Gen wurden Deletionen festgestellt (Kehnet al., 2001a; Kennedy et al.,
2006). Allerdings waren diese ebenfalls sowohl imusisolaten aus erkrankten als auch
gesunden Katzen nachweisbar.

Haijema et al. (2004) stellten rekombinante FIP\f hat dem Ziel, einen wirksamen
Impfstamm zu entwickeln. Dabei wurden zum einermrat& mit einem defekten ORF 3abc-
Abschnitt (del3abc), solche mit einem defekten O&-Abschnitt (del7ab) sowie Stamme
mit Defekten in beiden Nichtstrukturproteingengrepp(del3abc/7ab) erzeugt. Keiner der
defekten Stdmme fuhrte nach experimenteller Indektzum Ausbruch der FIP. Bei den
Katzen, denen entweder del3abc oder del7ab vecabrgurde, bestand nach anschlieRender
Infektion mit dem homologen Wildtyp-FIPV bei 90 %/10) ein Schutz vor FIP. Bei einer
zuvor seronegativen Kontrollgruppe kam es dagegech ninfektion mit dem gleichen
Wildtyp-FIPV in 80 % (4/5) der Falle zum Ausbruclkerdddlichen FIP. Alle Katzen, die
zuvor del3abc/7ab erhielten, entwickelten nachkiindea mit dem Wildtyp-FIPV ebenfalls
FIP. Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, @lass Beteiligung von ORF 3abc
beziehungsweise ORF 7ab an der Virulenz des Virahrscheinlich sei. Die Varianten
del3abc und del7ab seien zwar avirulent, sorgtesr dilr die Bildung neutralisierender
Antikérper, um vor einer erneuten Infektion mit @m homologen, virulenteren Stamm zu
schitzen. Die Wirkungslosigkeit fur das Aufbauemeeilmmunitéat durch del3abc/7ab wurde
durch eine zu geringe Bildung neutralisierenderil&mper erklart. Der hier verwendete
FIPV-Stamm 79-1146 ist jedoch ein Typ IlI-Stamm, unight, wie bei den meisten
Feldinfektionen vorkommend, ein Typ I-Stamm (Bemegt al., 2003; Hohdatsu et al., 1992;
Kummrow et al., 2005; Lin et al.,, 2009b). AuRRerdé&mstand auch in einer mit del7ab
immunisierten Katze kein Immunschutz vor FIP. Whtolgversprechend dieser Impfansatz
daher in der Praxis ist, lasst sich zum aktuellepzZinkt nicht sagen.
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2.3 FCoV-Stamme — Unterschiede und Gemeinsamkeiten

Mittlerweile sind die Sequenzdaten mehrerer Dutz&@mme feliner Coronaviren Uber
GenBanR des National Center for Biotechnology InformatiMCBI) frei zugénglich. Bei
FECV und FIPV werden zwar genetisch verankerte tdoteede vermutet, eindeutige
Genomlokalisationen hierfiir sind jedoch bislandhhioekannt (Brown et al., 2009; Chang et
al., 2010; Kennedy et al., 2001a; Kennedy et &062 Kiss et al., 2000; Lin et al., 2009a;
Vennema et al., 1998). So beruht die BezeichnumgREECV und FIPV in der Regel darauf,
dass die Stamme entweder aus nachweislich an KiBnkten Katzen (FIPV) oder aus dem
Kot klinisch gesunder Tiere (FECV) isoliert wurdelfedersen et al. (2009) setzten die
Intaktheit des 3c-Gens flr die Benennung eines Fa&le\FECV voraus. Analog dazu wurden
FIPV nur dann als solche betitelt, wenn sie eirekkefs 3c-Gen aufwiesen. In einer spateren
Studie stellten sie allerdings bei 40 % untersuchtl-Katzen (13/32) intakte 3c-Gene fest
(Pedersen et al., 2012). Als Prototypen fur ditorschung der Eigenschaften der FCoV
gelten die beiden Laborstamme FIPV 79-1146 und FEG\M683. Ihre Einteilung in FIPV
und FECV basiert auf den Fahigkeiten, nach experietler Infektion bei Katzen FIP
auszulésen (FIPV 79-1146) oder nur eine milde Hrgenervorzurufen (FECV 79-1683)
(Pedersen et al., 1984b). Bei diesen beiden FCodédiaes sich um Typ II-Stamme. Im Feld
dominieren allerdings Infektionen mit dem Typ | (B¢ka et al., 2003; Hohdatsu et al., 1992;
Kummrow et al., 2005; Lin et al., 2009b).

Auch heute noch steht man vor dem Problem, dassAdmicht in der Zellkultur fast
ausschlief3lich bei Typ Il-Stammen gelingt (Dyeakt 2007). Einer der wenigen in der
Zellkultur etablierten Typ I-Stdamme ist FIPV BlafRlack, 1980). Ob dieser Stamm jedoch
reprasentativ fur Isolate aus natirlich infizierfEieren ist, erscheint eher fraglich. FIPV
Black weist groRere Bereiche mit Deletionen, mdgioveise zellkulturpassagebedingt, auf
(Tekes et al., 2008; Vennema et al., 1998). Bessnsiehwierig ist die Anzucht von FECV.
So gelang es bisher nicht, ein FECV vom Typ | aoerenatirlich infizierten Katze in vitro
zu kultivieren.

Mit Hilfe sogenannter reverser genetischer Systdsen durch gezielte Rekombination
einzelner Gene deren Funktion né&her untersuchtemer@ei FCoV entwickelten Hajema et
al. (2003) ein solches System ausgehend von denmlTSgamm FIPV 79-1146. Tekes et al.
(2008) gelang es, ein reverses genetisches Syemyp I-Stammes Black zu etablieren.
Mit der Analyse der gesamten Genomsequenz von FMMW146, einschliellich der

Abschnitte mit den Genen flur die Nichtstrukturpnoge stand ein Vergleichsstandard fur

27



Literaturiibersicht

andere Isolate zur Verfigung (Dye et al., 2005) bBazellkulturadaptierten Stammen haufig
Mutationen auftreten, die beim Wildtyp nicht vordan sind (Herrewegh et al., 1995a), ist
ihr Einsatz als ,Standard® nur bedingt mdglich. I§alie Mutationshypothese stimmt und
FIPV durch Mutationen aus FECV entstehen, sind &ergaten von natirlich

vorkommenden FECV zur Bestimmung der urspringlichéarhaltnisse besonders

interessant.
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

Als Untersuchungsmaterial dienten an FIP erkrarkkédzen aus dem Sektionsgut des
Institutes fur Veterinar-Pathologie der Justus-lgebniversitat Giel3en, die in den Jahren
2008 bis 2010 im Rahmen der Routinediagnostik sezigrden. In die Untersuchung wurden
insgesamt 282 Gewebeproben von 28 Katzen einbezageitierend fur die Auswahl der
Tiere war der Frischezustand. So wurden bevorzaggdf verwendet, die zum Zeitpunkt der
Sektion maximal einen Tag tot und moglichst vontieht tiefgefroren waren. Eine Ubersicht
Uber Herkunft, Rasse, Alter und Geschlecht der &atgbt Tabelle 11 im Anhang.

Pro Katze wurde ein Standardsatz aus verschied®mganen, die klassischerweise FIP-
Lasionen aufweisen, zur Beprobung herangezogere([€ab). Bei 2 der Katzen erfolgte die
Probenentnahme nur von Leber und Niere, bei eirgteren von Leber, Niere und Pleura.
Von den restlichen 25 Tieren wurden Bauchwand, Neteber, Darm, Zwerchfell,
Mesenteriallymphknoten, Milz, Pankreas, Niere, Lemigd Gehirn untersucht.

Zur sicheren diagnostischen Abklarung einer FIPdearneben der Beurteilung des recht
typischen Sektionsbildes eine histopathologische nis auf eine Ausnahme (siehe Tabelle
13) eine immunhistologische Untersuchung durchgefuh

Zusatzlich wurden von 5 Katzen, die in der Sekkeme FIP aufwiesen, Kotproben aus dem
Rektum gesammelt. Auch hier wurden bevorzugt Katzamwendet, die sich noch in einem
maglichst frischen Erhaltungszustand befanden. &keiEinschlusskriterien waren das Alter
(< 5 Jahre) sowie die Herkunft der Katzen (bevorziigtheim oder Mehrkatzenhaushalte).
Bereits isolierte feline Coronavirus-RNA wurde vamstitut fir Virologie der Justus-Liebig-

Universitat Giel3en zur Etablierung der Methoderithicherweise zur Verfligung gestellt.
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Tabelle 1Fir die RNA-Isolierung verwendete Gewebe, die lsa$erweise FIP-Lasionen aufweisen

Standardorgansatz
1. Bauchwand (25x) 7. Milz (25x)
2. Netz (25x) 8. Pankreas (25x)
3. Leber (28x) 9. Niere (28x)
4. Darm (25x) 10. Lunge (25x)
5. Zwerchfell (25x) 11. Gehirn (25x)
6. Mesenteriallymphknoten (25x) 12. Pleura (1x)

lin Klammern: Anzahl der Katzen, bei denen entsprrde Gewebe untersucht wurden

3.2 Praparation der Gewebe fur die histopathologidee und

immunhistologische Untersuchung

Die Gewebe wurden zwischen 24 und 72 Stunden #ig@m Formalin fixiert, anschlieRend
in Gewebekapseln eingelegt und in einem Einbettutgsaten (Autotechnikon, Tissue-
Tek® VIP™ 5Jr., Sakura, Staufen) routineméaRig bearbeiten Wen hierbei hergestellten
paraffineingebetteten Proben wurden histologisclvanfte angefertigt, auf StarFr8st

(Engelbrecht, Edermiinde) beziehungsweise SupefiRiostObjekttrager (Langenbrinck,
Emmendingen) aufgezogen und mit Hamatoxylin-EosHE)( gefarbt sowie fur die

Immunhistologie verwendet.

3.2.1 Histopathologische Diagnose

Nur Katzen, bei denen auch histopathologisch di¢ iRl Betracht gezogen werden konnte,
wurden in die Untersuchung miteinbezogen. Hierziendi das Vorliegen einer

pyogranulomatosen bis nekrotisierenden Entzindumer lEinbeziehung von kleinen Venen
als ausschlaggebendes Kriterium (Abbildung 4).
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3.2.2 Immunhistologische Diagnose

Zum Nachweis von FCoV-Antigen in den histologis@stfestellten Lasionen wurde eine
immunbhistologische Untersuchung durchgefuhrt. Hilediente als Primarantikbrper der in
der Routinediagnostik eingesetzte Antikorper FCV703-(Custom Monoclonals Int.,
Sacramento, CA, USA). Die Paraffinschnitte wurdenf SuperFrostPlus-Objekitrager
aufgezogen, bei Raumtemperatur luftgetrocknet und Xylol-Ersatz (Roti-Histd?)
entparaffiniert sowie in der absteigenden Alkohibkee rehydriert. Die Hemmung der
endogenen Peroxidase erfolgte fir 30 min bei Ramméeatur in reinem Methanol mit 0,5 %
H.O,. Nach zweimaligem Waschen in TBS erfolgte einenf2bitige Vorbehandlung in
Zitratpuffer bei 95 °C. Nach erneutem Waschen inST®urden die Objekttrager auf
Coverplate8” aufgebracht (Shandon Racks, Thermo Scientificjeliie) und anschlieRend
fur 10 min mit 10 %igem Rattenserum in TBS bei Remperatur inkubiert. Nach Auftragen
des Primarantikorpers FCV 3-70 (1:80 in TBS) etimlgine 12- bis 18-stiindige Inkubation
bei 4 °C. Im Wechsel mit je dreimaligem WaschenlBS folgte die Inkubation mit dem
Sekundarantikérper Ratte anti-Maus IgG (1:100) ibiea, Hamburg) sowie mit dem Maus-
PAP-Komplex (1:500) (Dianova, Hamburg) fur je 30nmbei Raumtemperatur. Unter
standigem Ruhren wurden die Schnitte far 10 min M@5 % 3,3'-Diaminobenzidin-
tetrahydrochlorid (DAB) in 0,1M Imidazolpuffer (pH7,1) mit 0,01 % HO, bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem dreimalig@aschen in TBS und einmaligem
Waschen in Agua dest. erfolgte eine 5-minitige Bdhang mit Kardasewitsch (siehe 9.5
Loésungen und Puffer) zur Entfernung von Formalimgegt. Die mit Aqua dest. gespulten
Schnitte wurden mit Papanicolaous Hamatoxylin (1ih0 Aqua dest.) circa 30 sec
gegengefarbt und 5 min in Leitungswasser geblaudet aufsteigenden Alkoholreihe wurden
die Schnitte entwassert und fir 10 min in Xylol-&es(Roti-Histof) geklart. Zuletzt erfolgte
das Eindecken der Schnitte mit Folie im Eindeckauatien (Tissue-Ték Sakura, Staufen).
Dunkelbraune Farbniederschlage im Zytoplasma vorkrdfdagen wurden als positive
Reaktion gewertet (Abbildung 5).

Als immunhistologische Positivkontrolle diente Géwematerial von Katzen, bei denen
anhand der Klinik, der Sektion und der histopathmchen Lasionen mit intral&sionalem
Nachweis von Coronavirusantigen FIP diagnostiziemtde. Als Negativkontrolle wurden
Folgeschnitte mit einem nicht reagierenden Antikdrpinkubiert (T1, gegen ein

Oberflachenantigen von Hiuhner-Lymphozyten gerightet
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HE, 40x Obj.

Granulom in der Nierenrire mit zentraler Nekrose. HE,
4x Obj.

Abb. 4 Histopathologische Diagnc

Granulomatdsiekrotisierende Phlebitis im Netz; positi

immunhistologisches Signal in Makrophagen. Peras¢-
anti-Peroxidase, Gegenfarbung mit Papanicolaous I-
toxylin, 10x Obj.

Abb. 5 Immunhistologische Diagno
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3.3 Praparation der Gewebe fir die molekularbiologiche Aufarbeitung
Unmittelbar nach der Sektion der Katzen wurden Bauchwand, Netz, Leber, Darm,
Zwerchfell, Mesenteriallymphknoten, Milz, Pankreahbliere, Lunge und Gehirn im
unfixierten Zustand jeweils mehrere Gewebewdurfekimer Grol3e von circa 5 X 5 x 5 mm
angefertigt. Die Proben stammten dabei insbesondere Arealen mit makroskopisch
sichtbaren Granulomen, sofern diese in den entsprelen Geweben vorhanden waren. Bei
einem dieser Tiere sowie 5 weiteren Katzen ohneviRiRlen im Anschluss an die Sektion
Kotproben gesammelt.

Die Proben der Organe sowie die Kotproben wurdéortsm fliissigem Stickstoff bei minus
196 °C schockgefroren und jeweils in kleine Pldstikel (Enders GmbH & Co. KG,
Reiskirchen) verpackt. Die anschlieRende Lagerusmgur weiteren Verarbeitung erfolgte bei
minus 80 °C.

3.4 Isolierung von RNA aus Gewebe

Um das Virusgenom untersuchen zu kénnen, musstachah die RNA aus den Proben
gewonnen werden. Dazu diente das RNA-ExtraktiorRkieasy Mini Kit (Qiagen, Hilden).
Das Prinzip des Kits beruht auf der Lyse der ZellerGegenwart eines denaturierenden,
guanidin-thiocyanathaltigen Puffers, der gleichgeiRNA-abbauende Enzyme (RNasen)
hemmt. Die optimale Bindung der RNA an eine Siliélalglembran vermittelt die Zugabe
von Ethanol. Uber mehrere Waschschritte werden #uirtanten wie DNA und Proteine
entfernt. Die Gesamt-RNA ab einer Ladnge von 200eBawird schlief3lich in sterilem,

RNase-freiem Wasser eluiert.

3.4.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus unfixiertem Geebe mittels Qiagen
RNeasy’ Mini Kit und Qiagen QlAshredder ® Tubes

Die Prozedur der RNA-Isolierung erfolgte unter eisierilen Arbeitsbank. Als erstes wurden
alle Arbeitsoberflachen mit dem Nukleasen-abbauerBigray RNase AWAY (MbP, San
Diego, CA, USA) behandelt.

Um eine potentielle Kontamination mit genomisch&tADmoglichst sicher auszuschliel3en,
erfolgte zudem eine Behandlung der Proben mit Riff@eeDNase | (Qiagen, Hilden). Diese
wurde gemaR den Angaben des RN&ayini Kit als zusétzlicher optionaler Schritt im

Protokoll integriert.
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Zur optimalen Homogenisierung des Gewebes wurden@ishreddét Tubes (Qiagen,

Hilden) eingesetzt. Der Hintergrund hierfir ist,ssldtr eine erfolgreiche Extraktion von
RNA aus Gewebe die Viskositat des Lysats herabgesetrden muss. Hochmolekulare
Zellbestandteile und Zelldebris werden durch eipezille Biopolymer-Membran unter

Zentrifugieren fein zerkleinert.

Herstellung der Gebrauchslésungen einzelner Reggewar der ersten RNA-Isolierung:

A. Zu je 1 ml des im Kit enthaltenen RLT-Lysis-Puffererden 20 ul 2M Dithiothreitol
(DTT) (alternativ: 10 ul B-Mercaptoethanol) gegeben

B. Das im Kit enthaltene RPE-Puffer-Konzentrat (11 mi)d mit 44 ml 96 %-100 %

Ethanol verdinnt.

C. Die als Lyophilisat vorliegende RNase-freie DNasewird entsprechend der
Herstellerangaben mit 550 pl sterilem, RNase-freigviasser gelost und die
Stocklosung anschliel3end in 1,5 ml-Reaktionsgeféldigpuotiert. Die nicht direkt

eingesetzten Mengen werden eingefroren und beisi#0ulC gelagert.

Ablauf der RNA-Isolierung:

1. 30 mg der gefrorenen Gewebestiickchen werden im eitegilisierten Morser (Roth,
Karlsruhe) gegeben. Unter Zugabe von flussigem k&tdf wird mit einem
sterilisierten Pistill (Roth, Karlsruhe) ein feg\Puder hergestelit.

2. Mit Hilfe eines sterilen Metallspatels wird das @eéne Puder in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefall Uberfihrt, das zuvor mit 600 pluder 3.4.1 A. genannten RLT-
DTT-Puffer-Gemisches befillt worden ist.

3. Die Homogenisierung des lysierten Gewebes erfoltiels der QIAshredd&Tubes.

Dazu werden die 600 pl Probenlysat in ein QIAshegddube pipettiert und fir 2
min bei mindestens 10.000pzentrifugiert.
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. Der Uberstand des zentrifugierten Lysats wird im eeues 1,5 ml-ReaktionsgefaR
Uberfuhrt und mit demselben Volumen (circa 60070IP6igen Ethanols versetzt und
durch Pipettieren gemischt.

. 700 ul der mit Ethanol versetzten Probe werdenais ich Kit enthaltene Saulchen
(Qiagen Spin Colunf) pipettiert und fiir 15 sec bei mindestens 8.000g x
zentrifugiert. Der im Sammelrohrchen aufgefangenecbfluss wird anschlie3end

verworfen.

. Um die ursprunglich eingesetzten 30 mg Gewebe téoitig zu nutzen, werden die
restlichen 500 pl Probe ebenfalls in das Saulclegrelgen und wiederum fur 15 sec
bei mindestens 8.000 g zentrifugiert und der Durchfluss anschliel3end wefen.

Das Saulchen wird danach in ein neues Sammelramtuheingesteckt.

. Als erster Waschschritt werden 350 pl des RW1-Psiffe das Saulchen gegeben, 15
sec bei mindestens 8.000 ¢ zentrifugiert und der Durchfluss anschliel3end

verworfen.

. 10 pl der DNase I-Stocklésung (Qiagen, Hilden) werdnit 70 pl des im Kit
enthaltenen RDD-Puffers gemischt, kurz zentrifugierd das Gemisch anschlieRend
direkt auf die Saulchenmembran pipettiert und f8r rhin bei Raumtemperatur

inkubiert.

. In einem weiteren Waschschritt werden 350 pl deslHRWffers in das Saulchen
gegeben, 15 sec bei mindestens 8.00Qy xentrifugiert und der Durchfluss

anschlieRend verworfen.

10.500 pl des RPE-Puffers werden in das Séaulchent@petl5 sec bei mindestens

8.000 xg zentrifugiert und der Durchfluss anschlieRend vefaro

11.Erneut gibt man 500 pl RPE-Puffer in das Saulchaoh zentrifugiert fir 2 min bei

mindestens 8.000
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12.Das Séaulchen wird in ein neues 1,5 ml-Reaktionggéfierfihrt, 40 pl RNase-freies
Wasser werden direkt auf die Saulchenmembran gpeatind anschlie3end fir 1 min
bei mindestens 8.000 g zentrifugiert. Dabei wird die RNA aus der Membran

herausgesplilt und liegt in dem RNase-freien Wagsést vor.

13.Aus dem Eluat werden 3 pl in ein separates 1,5 @akRonsgefald zur
photometrischen Messung des RNA-Gehaltes Uberfiidt die restliche isolierte

RNA direkt bei minus 80 °C eingefroren.

3.4.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus unfixiertem Geebe mittels Qiagen
RNeasy Mini Kit und Next Advance Bullet Blender® Blue 50
(Homogenisator)

Bei 8 von 28 Katzen wurde die Vorbereitung der GeavBir die RNA-Isolierung mit Hilfe
eines vollautomatischen Homogenisators (Bullet Blue 50, Next Advance, Averill

Park, NY, USA) durchgefihrt. Das manuelle Zerklemder Proben mit Morser und Pistill

sowie die anschlieRende Homogenisierung in den ye&sief Tubes entfielen dabei.

Ablauf:
1. Pro Einzelprobe wird ein 1,5 ml-Reaktionsgefal@ mRBO mg
Zerkleinerungskugelchen (Beads, Next Advance, Alvdtark, NY, USA;
Durchmesser 0,5 mm) mit einem sterilen und RNasietir Metallspatel befullt.

2. In das mit Kuigelchen beladene 1,5 ml-Reaktionsgeféfiien 600 pl des wie in
3.4.1 A. hergestellten RLT-DTT-Puffer-Gemischesetiiert.

3. 30-50 mg gefrorenes Gewebe werden dazugegeben iemdPrdbe wird
anschlieBend in den Homogenisator gestellt undefiie Zeit von 4 min bei
Geschwindigkeit ,8“ bearbeitet. AnschlieRend wirig dProbe fir 1 min zum
Abkuhlen auf Eis gestellt. Falls noch keine volistifje Zerkleinerung des
Gewebestiickes erfolgt ist, wird es erneut fur 4 benGeschwindigkeit ,8" im

Homogenisator bearbeitet.
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4. Die Probe wird nach dem Homogenisieren kurz aufgéstellt und nach Zerfall
des Schaumes die Probenflissigkeit von den Kiugelclgpipettiert und in
einem neuen 1,5 ml-Reaktionsgefald mit 600 pl 70tharol versetzt und durch

Pipettieren vermengt.

5. Die folgenden Schritte entsprechen den Punkters3.3 unter 3.4.1.

3.4.3 Isolierung von Virus-RNA aus Kotproben mittes Qiagen QlAamp’
Viral RNA Mini Kit

Die Kotproben der 5 Katzen ohne FIP wurden auf &ifektion mit dem felinen Coronavirus
untersucht. Das Ziel war es, FECV zu sequenziemgingdem gemal Literaturangaben bis zu
rund 80 % nicht an FIP erkrankter Katzen infiziemd (Pedersen, 1976b; Sparkes et al.,
1992a). Diese Sequenz sollte zum Vergleich mit BEoV-Sequenzen aus den FIP-Katzen
eingesetzt werden. Zum Nachweis von FCoV-RNA im ket an FIP erkrankten Katzen
wurde die Methode ebenfalls an einem Tier mit FilPcdgefuhrt. Zum Test der Methode
wurden Kotsuspensionen von Katzen, die nachwei$lEGV ausschieden, eingesetzt. Diese
wurden vom Institut fir Virologie der Justus-LieRlipiversitat GieRen zur Verfigung
gestellt. Von den gesammelten Kotproben der Sedkmizen musste zunachst eine

Kotsuspension und schliel3lich ein Filtrat hergéistedrden:

A. 1 ml Kot wird in 5 ml 0,89 %iger NaCl-Losung susgesnt.

B. Die Suspension wird fir 20 min bei 400@ zentrifugiert.

C. Der Uberstand wird anschlieBend durch einen 0,25pnitzenfilter filtriert.

D. 140 pl des Filtrats werden als Ausgangsmenge fér @eampy Viral RNA

Isolation Protokoll verwendet.

Das QlAamf Viral RNA Mini Kit beinhaltet Saulchen, die mitreir Silikagel-Membran

ausgestattet sind. Diese dient zur optimalen Bigddaer Virus-RNA, welche nach zwei
Wasch- und Zentrifugierschritten von Kontaminangemeinigt vorliegt. Damit auch geringe
Mengen an Virus-RNA bestmdglich an der Membran gelen werden kénnen, wird eine
Trager-RNA zugesetzt. Die Inaktivierung von RNagemittelt die Zugabe von AVL, einem

denaturierenden Puffer.

Vorbereitung einzelner Reagenzien fur den fertiGebrauch:
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Ablauf:

1.

Vor dem ersten Einsatz des QlAatiiral RNA Mini Kit miissen gemaR der
Herstellerangaben 310 pl des im Kit enthaltenen AREers zu der ebenfalls
enthaltenen lyophilisierten Trager-RNA gegeben wardieses Gemisch wird in

Aliquots zu je 30 pl bei minus 20 °C eingefroren.

Vor jedem Isoliervorgang werden pro Einzelped,6 pl des AVE-Trager-RNA-
Gemisches mit 560 pl AVL-Puffer vermengt.

560 ul des AVL-Trager-RNA-AVE-Gemisches aus 3.4l.3werden in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefald Uberfihrt, mit 140 pl des Filtrais 3.4.3. D. vermengt und fur 15

sec in einem Vortexer durchmischt.

Anschlie3end erfolgt eine Inkubation bei Raumterapgrfir 10 min.

Um mdgliche Probenflissigkeit von der Innenseite Beckels zu entfernen, wird
das 1,5 ml-Reaktionsgefall fur 3 sec bei 8.09&entrifugiert.

560 ul Ethanol (96 % - 100 %) werden hinzugefigt das Gemisch fir 15 sec in
einem Vortexer durchmischt. Anschlie3end wird diede fur 3 sec bei 8.000

zentrifugiert.

630 pl der Losung aus Schritt 4. werden in das ineKthaltene Séulchen mit
Sammelréhrchen pipettiert. Es folgt eine 1-minttégmtrifugation bei mindestens
6.000 xg. Das Filtrat wird anschlie3end verworfen und dasl&en in ein neues
Sammelréhrchen hineingesteckt.

Der Schritt 5. wird einmal wiederholt.
Es werden 500 pl des im Kit enthaltenen AW1-Pufiargegeben und fir 1 min

bei mindestens 6.000 g zentrifugiert. Das Filtrat wird anschlieRend veriea

und das Saulchen in ein neues Sammelrohrchen tibkerfi

38



Material und Methoden

8. Danach gibt man 500 pl des im Kit enthaltenen AWi#d?s zu. Es folgt eine 3-
minutige Zentrifugation bei 20.000 g. Um alle Reste von AW2 sicher zu
entfernen, kann optional das Saulchen erneut insauberes Sammelréhrchen

gesteckt und fir 1 min bei 20.00@xentrifugiert werden.

9. Anschlie3end wird das Saulchen in ein 1,5 ml-Reakgefal? tberfihrt und 60 pl
AVE-Puffer werden hinzugefligt. Nach einer 1-minétig Inkubation bei

Raumtemperatur erfolgt eine Zentrifugation bei 6.Q@ fir 1 min.

10. Das Eluat mit der Virus-RNA wird bei minus 80 °{Dgefroren oder
fur die reverse Transkriptiongtean direkt weiterverarbeitet.

3.5 Photometrische Konzentrationsbestimmung der idierten RNA

Die Ausbeute der isolierten RNA wurde mittels pmo&drischer Messung bestimmt. Nach
vorausgegangener Nullkontrollmessung mit reinem FFAEer wurden dazu jeweils 3 ul der
in RNase-freiem Wasser gelOsten isolierten RNA jewteils 997 pl TAE-Puffer in einer

Glaskivette vermengt. Die Bestimmung der Konzeiomaerfolgte durch Messung der
Extinktion der Nukleinsauren bei einer Wellenlangan 260 nm. Die Extinktion von 1

entspricht bei einer Kivettendicke von 1 cm anndtheiner Konzentration von 50 ug DNA
beziehungsweise 40 g RNA pro 1 ml Volumen.

Zur Ermittlung des Reinheitsgrades der isoliertenklsinsduren erfolgte gleichzeitig

automatisch eine Bestimmung des Verhéltnisses euBxdinktion bei 260 nm zu der bei 280

nm.

3.6 Reverse Transkription

Fur die Untersuchung des Virusgenoms war eine Aikalion der Nukleinsduren
erforderlich. Diese erfolgte durch die Polymerasdt&nreaktion (PCR). Da es sich bei
Coronaviren um RNA-Viren handelt und fir die PCR Alsgangsmaterial DNA vorliegen
muss, wurde die Virus-RNA in einer reversen Trammiisreaktion zunéchst in eine
komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben. Dazu dierftdgende zwei Kits der Firma
Qiagen: RT Omniscrifit fir RNA-Ausgangsmenger 100 ng/pl und RT Sensiscripfiir
RNA-Ausgangsmengen < 100 ng/ul. Zusatzlich zu dénBKstandteilen wurden fur die
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Herstellung des Mastermix ein RNase-Inhibitor (frogen, Karlsruhe) sowie als Primer
Random Hexamers (Promega, Mannheim) verwendet.

Bei der jeweils im Kit enthaltenen Reversen Traipg&ise handelt es sich um ein in E. coli
exprimiertes, rekombinantes, heterodimeres Enzym.\Vbrteil ist das Vorhandensein von
drei enzymatischen Aktivitaiten: einer RNA-abhangigeDNA-Polymerase, einer
hybridabhéangigen Ribonuklease (RNase H) sowie &k-abhangigen DNA-Polymerase.
Diese drei Enzymaktivitdten sind notwendig, um aitem RNA-Einzelstrang einen DNA-
Doppelstrang herzustellen (Abbildung 6)

RNA

Primer-Anlagerung

RNA
—

RNA RNA-abhangige
DNA-Polymeras
cDNA @
H # —
o — RNase H-Aktivitat
cDNA
@ DNA-abhangige
DNA- DNA-Polymerase
Doppelstrang

Abb. 6 Synthese von doppelstrangiger DNA aus RIAs(Omniscripf Reverse Transcription Handbook)
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Pro Ansatz setzte sich der Mastermix aus folgemd®mponenten zusammen (Tabelle 2):

Tabelle 2

Komponente Konzentration Hersteller Eingesetztes
Volumert

»10x Puffer RT* 10-fach konzentriert Qiagen 2 ul

dNTP-Mix 5 mM pro dNTP Qiagen 2 ul

Random Primer 10 uM Promega 2 ul

RNase-Inhibitor 10 Units/ul Invitrogen 1l

Sensiscript bzw| 4 Units/ul Qiagen 1l

Omniscript  Reverse

Transkriptase

RNase-freies Wasser| - Qiagen Varidbel

Proben-RNA 56bzw. 1000 ng/ - Variabef

20 pul

'Pro Einzelprobe
“Bei Verwendung von SensiscfipReverse Transkriptase
®Bei Verwendung von OmniscripReverse Transkriptase

4**Summe aus Wasser und Proben-RNA = 12 pl

Die eingesetzten Mengen an RNase-freiem Wasseredemiben-RNA ergaben sich aus der
photometrisch bestimmten RNA-Konzentration. Bei Kemtrationen> 100 ng/pl wurde

Omniscripf Reverse Transkriptase verwendet und die RNA-Mémg#astermix auf 1 pg

eingestellt. Bei Konzentrationen < 100 ng/pl karmSecripf Reverse Transkriptase zum
Einsatz und die RNA-Menge im Mastermix wurde aufrseingestellt. Ergaben sich hierbei
Werte < 1 pl, so wurde dennoch stets 1 pl ProbeA-RIN Mindestvolumen eingesetzt. In der
Negativkontrolle wurde anstelle der Proben-RNA zen deinzelnen Komponenten des

Mastermix jeweils 12 pl RNase-freies Wasser piggpeti
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3.7 Amplifikation des Genomabschnitts ORF 3c

Zur spezifischen Amplifikation des Nichtstrukturpgmgens ORF 3c diente die Polymerase-
Kettenreaktion. Die Bestandteile des Mastermix dimdlrabelle 3 dargestellt. Pro Ansatz

wurden 25 pl Mastermix mit 5 pl Proben-DNA vermengt

Tabelle 3zusammensetzung des PCR-Mastermix

Komponente Konzentration Hersteller Eingesetztes
Volumen
Steriles Wasser - Roth 20,5 pl
Puffer (MgClb-haltig) | 10fach konzentriert NatuTec 3,1 ul
Forward Primer 10 uM MWG-Biotech 0,6 ul
Reverse Primer 10 pM MWG-Biotech 0,6 pul
dNTP-Mix 10 mM pro dNTP Fermentas 0,6 ul
Polymerase 5 Ulul NatuTec 0,2 pl

'Pro Einzelprobe

Fur den Fall, dass 3 Primer in einem Ansatz vorbangaren (s. u.), wurde die Menge an
sterilem Wasser um 0,6 pl reduziert und dafir d,&ysatzlicher Primer hinzugefiigt. Als
Proben-DNA wurden jeweils 5 ul der wie unter 3.6gestellten cDNA verwendet. Fiur die
Negativkontrolle kam anstelle der cDNA 5 pul stesil@asser zum Einsatz.

Fur die Auswahl der Primer wurden in GenBardes National Center for Biotechnology
Information (NCBI) veroffentlichte Sequenzen felin€oronavirusstimme herangezogen.
Mittels ClustalW (EMBL-EBI, Cambridge, Grol3britaeni), einem Programm zum mutiplen
Abgleich von Sequenzen, wurden Positionen auRen@ibORF 3c gesucht, die zwischen
den unterschiedlichen Stammen mdglichst identi8asenabfolgen aufwiesen (s.u.).
AulRerdem wurde bei der Primerauswahl darauf gegchitéglichst folgende allgemeine
Kriterien einzuhalten (Rychlik, 1995):

= Lange zwischen 16 und 24 Basen

= Ahnliche Schmelztemperatur in einem Primersystem
(zugrundeliegende Formeli, E 2 x (A+T) + 4 x (G+C))

= Moglichst identischer GC- und AT-Gehalt

= Homooligomere sowie Dinukleotidwiederholungen vedea
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= Keine Haarnadelstrukturen von mehr als vier Basen
= Keine Anlagerung von mehr als vier nebeneinandsgelnden Basen zwischen den
beiden Primern

= Keine Anlagerung der beiden Primer an den 3‘-Enden

Als Hilfestellung fur die Wahl von Primern mit maghist optimalen Bedingungen diente das
webbasierte Programm GeneFisher der Universitaetgid.

Beim Vergleich verschiedener feliner Coronavirussegen fiel auf, dass insbesondere vor
dem Beginn des 3c-Gens Abweichungen zwischen Serbtyund Serotyp II-Stammen
vorlagen. Es war deshalb nicht mdoglich, eine bei&erotypen abdeckende
Oligonukleotidsequenz in diesem Bereich zu findius diesem Grund wurden zwei Forward
Primer entwickelt, einer angepasst an Typ |-, deteae an Typ II-Stamme. Ein Ausschnitt
aus dem Sequenzvergleich der verschiedenen StaeigteAbbildung 7. Dabei sind vor den
Sequenzen die GenBdhKugangsnummern (acc. no.) angegeben (NC_00702510821,
AY994055, DQ848678, EU186072). Unterstrichen, fatid kursivgedruckt dargestellt sind
die Sequenzen der beiden Forward Primer FIP1.1¢e(aibet von dem Typ I-Stamm Black:
acc. no. EU186072) und FIP2.1F (abgeleitet von dgmIl-Stamm FIPV-79-1146: acc. no.
NC_007025) sowie des Reverse Primers FIP2.1R (s.u.)

NC_007025 TATTACTGTTTACAAGTTTAAAGCCAAATTTTGGTATAAACTACCTTTTGAAACTAGACT
DQ010921 TATTACTGTTTACAAGTTTAAAGCCAAATTTTGGT ATAAACTACCTTTTGAAACTAGACT
AY994055 TATTACTGTTTACAAGTTTAAAGCCAAATTTTGGT ATAAACTACCTTTTGAAACTAGACT
DQ848678 TATCACAGTTTACGATTTCTGTGCTAAAAATTGGTATAAGTTACCTTTTGCAGTCAGATT
EU186072 TATCACAGTTTACGATTTTTGTGCTAAAAACTGGT ATAAATTACCTTTTGCAGICAGATT — FIP1.1F

*kk kk kkkkkk Kk kk *k kkk  kkk Fokkkk kkkkkkkkk k  kkk Kk

NC_007025 TTGTATCATT  AAACACACAAGACCCAAAGCATTAAGTGTTACAAAACAAGTAAAGAGAGA - FIP2.1F
DQ010921 TTGTATCATTAAACACACAAGACCCAAAGCATTAAGTGTTACAAAACAAGTAAAGAGAGA
AY994055 TTGTATCATTAAACACACAAGACCCAAAGCATTAAGTGTTACAAAACAAGTAAAGAGAGA
DQ848678 ACGTATCGTAAATAACACAAAACCTAGAACAGCAGTACTAGAAGAAGGGTTGTTATAGA
EU186072 GCGTATCATAAATAATACAAAACCTAAAACAGCAAGTACTATAAAACG—

*kkkk k kk Kk kkkk kkk Kk k *kk * *k k% k% k

I
NC_007025 TTATAGAAAAATTGCCATTCTAAATTCCATGCGAAAE"@ATTGGTGGACTTTTTCTTAAC - Startcodon
DQ010921 TTATAGAAAAATTGCCATTCTAAATTCCATGCGAAAATGATTGGTGGACTTTTTCTTAAC ORF 3c
AY994055 TTATAGAAAAATTGCCATTCTAAATTCCATGCGAA AATGATTGGTGGACTTTTTCTTAAC
DQ848678 CTATAGAAGAATCGCCATTCTTAACGCAATGCGAAATGATAGGCGGACTGTTTCTTAAG
EU186072 ——-TAGAAGAAG--------=mmmmmmmmmeee e GGTTGTTAAC

*kkkk kk *k kkkk

NC_007025 ACTCTTAGTTTTGTAATTGTTAGTAACCATGTTAT TGTTAATAACACAGCAAATGTGCAT
DQ010921 ACTCTTAGTTTTGTAATTGTTAGTAACCATGTTAT TGTTAATAACACAGCAAATGTGCAT
AY994055 ACTCTTAGTTTTGTAATTGTTAGTAACCATGTTAT TGTTAATAACACAGCAAATGTGCAT
DQ848678 ACTCTAAGTTTTATCGTTACTAATTAACATGTGAT TGTTAATAACACA------------
EU186072 ACTCTAAGTTTTATAGTCACTAATCAACATGTGAT TGTTAATAACACA------------

K*kkkk kkkkkk *¥ Kk kk Kk Kk kkkkk k% *hkkkkkkkkkkk
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NC_007025
DQ010921
AY994055
DQ848678
EU186072

NC_007025
DQ010921
AY994055
DQ848678
EU186072

ACTACACAACATGAAAATGTTATAGTACAACAGCATAGGTTGTTAGTGCTAGAACACAA
ACTACACAACATGAAAATGTTATAGTACAACAGCATTAGGTTGTTAGTGCTAGAACACAA
ACTACACAACATGAAAATGTTATAGTACAACAGCATTAGGTTGTTAGTGCTAGAACACAA
—————— CCACATGGCAATTCTATAGTACAACAACA  TCATGTTGTTAGTGCTAGTATTAAA
—————— CCACATGTCGATTCTATAGTACAACAACA ACATGTTGTTAATGCTAGTATTAAA

* kkkkk  kk  kkkkkkkkkkkk kk * kkkkkkk kkkkkk * k%

AATTATTACCCAGAGTTCAGCATCGCTGTACTCTTG--TCATTTTTGGCTTTGTACCGT
AATTATTACCCAGAGTTCAGCATCGCTGTACTCTTTG--TCATTTTTGGCTTTGTACCGT
AATTATTACCCAGAGTTCAGCATCGCTGTACTCTTTGTATCATTTTTGGCTTTGTACCGT
AGTTCTCATTTAGAGTTCAGCATCGCTGTTCTCTTTGTCTTATTTTTAGCTTTGTACCGT
AGTTTTCATTTAGAGTTCAGCACCGCTGTTCTCTTTGTTTTATTTTTAGCTTTGTACCGT

* kk k k  kkkkkkkkkkk kkkkkk kkkkk *k Kk kkkkkk kkkkkkkkkkkk

NC_007025
DQ010921
AY994055
DQ848678
EU186072

AGTACAAACTTTAAGACGTGTGTCGGCATCTTAAGTTTAAGATTGTATCAATGACACTT
AGTACAAACTTTAAGACGTGTGTCGGCATCTTAATGTTTAAGATTGTATCAATGACACTT
AGTACAAACTTTAAGACGTGTGTCGGCATCTTAATGTTTAAGATTGTATCAATGACACTT
AGTACAAACTTTAAAGTGTGTGTCGGTGTCTTAATGTTTAAGATAGTATCAATGACACTC

NC_007025
DQ010921
AY994055
DQ848678
EU186072

AGTACAAACTTTAAAGTATGTGTCGGCGTCTTAATGTTTAAGATAGTTTCAATGACACTT
*k

GTAGGGCCTATGCTTATAGCATA TGGTTACTACATTGATGGCATTGITACAATAACTGTC — FIPn_T2F
GTAGGGCCTATGCTTATAGCATATGGTTACTACATTGATGGCATTGTTACAATAACTGTC
GTAGGGCCTATGCTTATAGCATATGGTTACTACATTGATGGCATTGTTACAATAACTGTC
GTAGGACCTATGCTTATAGCATTTGGTTACTACAGAGATGGCATTGTGACAATAACTGTC
ATAGGACCTATGCTTATAGCATT TGGTTACTATATAGATGGAATTGTGACAACAACCGTC - FIPn_T1F

*kkk * *hkkhk khkkk khkk kkk kkk

NC_007025
DQ010921
AY994055
DQ848678
EU186072

TTAGCTTTAAGATTTCTCTACTTAGCATACTTTTG GTATGTTAATAGTAGGTCCGAATTT

TTAGCTTTAAGATTTCTCTACTTAGCATACTTTTG GTATGTTAATAGTAGGTCCGAATTT

TTAGCTTTAAGATTTTTCTACTTAGCATACTTTTG GTATGTTAATAGTAGGTCCGAATTT

CTAGCTTTAAGATTCATTTACTTAGCATACTTTTG GTATGTTAATAGTAGGTTTGAATTC

TTAGCTTTAAGATTCGTTTACTTAGCATACTTTTG GTATGTTAATAGTAAATTTGAATTC
*

NC_007025
DQ010921
AY994055
DQ848678
EU186072

*kkkkkkkkkkkkk * khkkkk

ATTTTATACAATACAACGACACTCATG TTTGTACATGECAGAGCTGCACCGTTTATGAGA - FIPn_T2R
ATTTTATACAATACAACGACACTCATGTTTGTACATGGCAGAGCTGCACCGTTTATGAGA
ATTTTATACAATACAACGACACTCATGTTTGTACA TGGCAGAGCTGCACCGTTTATGAGA
ATTTTATATAACACAACAACACTAATGTTTGTACA TTACAGAGCTGCACCGTTCATGAGA
ATCTTATACAATACAACGACACTAATG TTTGTACATGACAGAGCTGCACCGTTTATGAGA —FIPn_T1R

kk kkkkk kk kkkkk kkkkk kkkkdokkkkkk *  kkkkokkokkkkkkkkk kkkkkk

NC_007025
DQ010921
AY994055
DQ848678
EU186072

AGTTCTCACAGCTCTATTTATGTCACATTGTATGGIGGCATAAATTATATGTTTGTGAAT
AGTTCTCACAGCTCTATTTATGTCACATTGTATGGTGGCATAAATTATATGTTTGTGAAT
AGTTCTCACAGCTCTATTTATGTCACATTGTATGGTGGCATAAATTATATGTTTGTGAAT
AGTTCTCACGGTTCTATTTATGTCACATTATATGGCGGCATAAAT----------=--=-
AGTTCTCACGGCCCTATTTATGTCACATTATATGGAGGCATAAATTACATGTTCGTGAAT
*

NC_007025
DQ010921
AY994055
DQ848678
EU186072

NC_007025
DQ010921
AY994055
DQ848678
EU186072

*kkkk Khkhkkkkk

GACCTCACGTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTTGRAGAATAGCAATACGTGGCTTAGCT
GACCTCACGTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTTG RAGAATAGCAATACGTGGCTTAGCT
GACCTCACGTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTTGTAAGAATAGCAATACGTGGCTTAGCT
----- TATGTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTTGT  AGGCATAGCTATACGTGGCCTAGTT
GATCTTACGTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTTGTAGGCATAGCTATACGTGGCCTAGTC

* * Kk kkkkk kkkkkkkkk kkk

CATGCTGATCTAACTGTTTTTAGAGCAGTTGAACTCTCAATGGTGATTTTATATATGTA
CATGCTGATCTAACTGTTTTTAGAGCAGTTGAACTTICTCAATGGTGATTTTATATATGTA
CATGCTGATCTAACTGTTTTTAGAGCAGTTGAACTTCTCAATGGTGATTTTATATATGTA
CGTGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGCAGTTGAACTCTCAATGGTGATTTTATTTATACA
CGTGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGCAGTTGAACTCTCAATGGTGTTTTTATTTATATA

NC_007025
DQ010921
AY994055
DQ848678
EU186072

*kkkk kkk Fokkkkkkkkkk kkkkkk kkk *

TTTTCACAGGAGCCCGTAGCCGGTGTTTACAATGEUGCCTCTTCTCAGGCGGTTCTAAAC
TTTTCACAGGAGCCCGTAGCCGGTGTTTACAATGEGCCTCTTCTCAGGCGGTTCTAAAC
TTTTCACAGGAGCCCGTAGCCGGTGTTTACAATGBGCCTCTTCTCAGGCGGTTCTAAAC
CTTTCACAGGAGGCCGTCGTAGGAGTTTACAATGAGCCTTTTCTCATGCGGTTATAAAC
TTTTCACAGGAGGCCGTCGTAGGAGTTTACAATGBGCCTTTTCTCAGGCGGTTATAAAC

*hkkkkkkkhkk hkkk *  kk kkkkkkkhkhk *hkkk khkkkk kkkkkk kkkkk
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|
NC_007025 GAAATTGACTTAAAAGAAGAAGAAGAAGACCATAQTATGACGTTC(I'lT/lAaGGCATTTAC- Stopcodon
DQ010921 GAAATTGACTTAAAAGAAGAAGAAGAAGACCATALRTATGACGTTCCCTAGGGCATTT ORF 3c
AY994055 GAAATTGACTTAAAAGAAGAAGAAGAAGACCATAACTATGACGTTCCCTAGGGCATTT
DQ848678 GAAATTGATTTAAAAGAAGAAGAATCG --- CATGTCTATGGTGTTTCCTAGGGCATT
EU186072 GAAATTGATTTGAAAGAAGAAGAAGAG --- CGTGTCTATGATGTTTCCTAGGGCATT

*kkkkk dk kok dokkokkkkkkkkk * Kk kkkkk  kkk Fokkokkkkkkkkkkk

NC_007025 TATCATAGATGACCATGGCATGGTTGTTAGCGTCTCTTCTGSCTCCTGITGATAATTAT — FIP2.1R
DQ010921 TATCATAGATGACCATGGCATGGTTGTTAGCGTCTCTTCTGGCTCCTGTTGATAATT.
AY994055 TATCATAGATGACCATGGC ATGGTTGTTAGCGTCTTCTTCTGGCTCCTGTTGATAA
DQ848678 CATCATAGACGACCATGGTATGGTTGTTAGCGCCTCTTTTGGCTCCTGTTGATAATT/
EU186072 CATCATAGATGACCATGGCATGGTTGTGAGCGTCTCTTCTGGCTCCTGTTGATAATT,

*

Kk kkkk dokkk Fokkokkkkkkkkkkkkkkk

Abb. 7 Multipler Sequenzvergleich mit Clusta

Nach dem 3d&en zeigte sich die Sequenz zwischen den untediicien Stammen ur
Serotypen deutlich besser konserviert, so das®iaelner, fir beide Serotypen passen
ReversePrimer (FIP2.1R) gewahlt werden konnAbbildung 7).

Die Primer wurden von der Firma MV-Biotech, Ebersberg, hergesteDas Funktionieren
der Primer bei optimalen Bedingungen wurde miteédbereits isolierter feliner Coronavi-

RNA (FCoV 1 und 2) asiden Institut fur Virologie der Justus-Liebigniversitat Giel3en
getestet (siehe 4.2).

3.7.1 Semi-nested PCR

Es stellte sich heraus, dass bei dem grol3ten €eiPdoben nach einmaliger PCR mit
Primern FIP1.1F beziehungsweise FIP2.1F und FIP2itR ausreichend DNA fir weite
Untersuchungen amplifiziert werden konnte. Aus elessrund wurde das P(-Produkt aus
der ersten PCR erneut amplifizieHierfir wurdendie beiden Forward und der Reve
Primer aus der ersten PCR mit jeweils einem weiterenerhalb des Gens liegencPrimer
kombiniert (semi-nesteBCR. Das Resultat waren zwei Uberlappende Sequewaobei eine
die erste, die andere die eie Falfte von ORF 3c abdeckte (Abbildung 8)

FIPn_T1F/
FIP1.1F/ FIPn_T2F | || FIP2.1R semi-nested PCR
FIP2.1F ; {| FIPn_T1R/
FIPn_T2R
FIP1.1F/
FIP2.1F | I| FIP2.1R 1. PCR
I
5 — ORF 3¢ — 3

Abb. 8 Schematische Darstellung der s-nested PCR von ORF 3c
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Das Ziel dieser Methode war eine starkere Ampltfdka der Sequenz, wenn nur sehr wenig
Ausgangsmaterial vorlag. Die genauen Positionennésted Primer sind in Abbildung 7

dargestellt. Da wiederum geringfiigige Sequenzucitezde zwischen bekannten Typ I- und
Typ lI-Stammen zu verzeichnen waren, wurden fudédRichtungen je zwei verschiedene
nested Primer hergestellt (FIPn_T1F bzw. FIPn_T@& HIPn_T1R bzw. FIPn_T2R). Eine

Zusammenstellung aller verwendeten Primer zeigellals.

Um den stérenden Einfluss von Mastermixbestanditeiles der ersten PCR mdglichst gering
zu halten, wurden die PCR-Produkte vor der Durchiig der semi-nested PCR in zwei
Schritten mit sterilem Wasser verdinnt und 1 ul kergestellten 1:100-Verdinnung als
Template eingesetzt. Fur die Negativkontrolle wustattdessen 1 pl steriles Wasser
eingesetzt. Pro Ansatz wurde 1 pl Probe mit 29 p$termix vermengt. Das Pipettierschema

fur den Mastermix ist in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4zusammensetzung des Mastermix

Komponente Konzentration Hersteller Eingesetztes
Volumert
Steriles Wasser - Roth 24,6 pl
Puffer (MgCl-haltig) | 10fach konzentriert NatuTec 3,1 ul
Forward Primer 10 uM MWG-Biotech 0,6 pul
Reverse Primer 10 uM MWG-Biotech 0,6 ul
dNTP-Mix 10 mM pro dNTP Fermentas 0,6 pul
Polymerase 5 U/ul NatuTec 0,2 ul

! Pro Einzelprobe

Analog der ersten PCR wurde im Falle von 3 oderithérn die Wassermenge um 0,6 pl
beziehungsweise 1,2 ul reduziert und stattdesseselthe Menge an zusatzlichem Primer

eingesetzt.
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Tabelle 5zur Amplifikation von ORF 3¢ verwendete Primer

Primername Primersequenz Tm Position | FCoV-Stamm | Produkt

FIP1.1F accttttgcagtcagattgc 55,3 °C 25065 FIP\¢Bla | 840 bp

FIP2.1F aaacacacaagacccaaagc 55,3 iC 24917 FIRVAB-| 884 bp

FIP2.1R ttatcaacaggagccagaag 55,3 °C 25800FIPV 79-1146/ | 884 bp/
25904 FIPV Black 840 bp

FIPn_T1F | tggttactatatagatggaattg 53,5 °C 25395 BRk 510 bp

FIPn_T2F | tggttactacattgatggcattg 57,1 °C 25288 FBAL146 | 513 bp

FIPn_T1R | gcagctctgtcatgtacaaa 55,3 °C 25538 FIRIBI 474 bp

FIPn_T2R | gcagctctgccatgtacaa:

je3

57,3 °C 25431 FIRY148 | 515 bp

T = Schmelztemperatur

3.8 Amplifikation einer Sequenz aus dem GAPDH-Gen @ Katze zur
Kontrolle der RNA-Isolierung sowie der reversen Transkription

Zur Uberprifung der Extraktion von RNA aus dem hgemisierten Zellmaterial und der
anschlieBenden Umschreibung in cDNA wurde nebencdeynaviruspezifischen PCR eine
Amplifikation von Sequenzen aus dem GAPDH-Gen detzE durchgefuhrt. GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) istegimym der Glykolyse, welches in fast
allen Geweben in groRerer Menge vorkommt, da es di&r Aufrechterhaltung der
Zellfunktion essentiell ist. Es wird kontinuierligfebildet, so dass ausreichende Mengen an
GAPDH-mRNA im Zytoplasma vorliegen. Das GAPDH-Geihlt daher zu den sogenannten
,housekeeping genes“. Die Primer wurden mit Hilfer dei GenBark verdffentlichten
Sequenz des felinen GAPDH-Gens (acc. no.: DQ403béjusgesucht. Dabei wurden zwei
Primerpaare festgelegt: Eines mit einem Produkt®@® Basenpaaren, das andere mit einem

Produkt von 840 Basenpaaren Lange.

Tabelle 6zur Amplifikation von GAPDH verwendete Primer

Primername Primersequenz Tm Position Produkt
(DQ 403061)
GAPDH_cat.86F | gcaaattccacggcacagtcad®,4 °C| 86 500 bp
GAPDH_cat.586R agcttcccattcagctctgggatt 62,4 1G86 500 bp
GAPDH_cat.155F gcaaattccacggcacagtgae@gy4 °C| 155 840 bp
GAPDH_cat.995R ttggaggccatgtgggccat 61,4 9@95 840 bp

Tm = Schmelztemperatur
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3.9 Amplifikation des Genomabschnitts ORF 7b

Aufgrund der bestehenden Hypothese, dass auch dddstkukturproteingen 7b an der
Virulenz des FIPV beteiligt sein soll und mit ORE B Wechselwirkung stehen kénnte
(Vennema et al.,, 1998), wurde mittels PCR zusdtzlieine Amplifikation dieses
Genomabschnitts durchgefiihrt. Die gewahlten PriB#?7bF und FIP7bR) binden an gut
konservierte Positionen, an denen zwischen Typ ihd uTyp II-Stdmmen Kkeine
Basenunterschiede vorliegen. Eine Ubersicht Gber daGen und die beiden Primer gibt
Abbildung 9.

NC_007025 CAGTCAGTAATGTTTTA GGTGTGCCTGACAGTAGTCTGCGTGTAAATTGTTTGCAGCTTT — FIP7bF
DQ010921 CAGTCAGTAATGTTTTAGGTGTGCCTGACAGTAGCTGCGTGTAAATTGTTTGCAGCTTT
AY994055 CAGTCAGTAATGTTTTAGGTGTGCCTGACAGTAGTCTGCGTGTAAATTGTTTGCAGCTTT
EU186072 CAGTCAGTAATGTTTTA  GGIGTGCCTGACAGTAGICTGCGTGTAAATTGTTTGCAACTTT
DQ848678 CAGTCAGTAATGTTCTAGGTGTGCCTGACAGTAGTTGCGTGTAAATTGTTTGCAACTTT

*hkkkkkkkkkkkkhkhkkhk khkk

NC_007025 TGAAACCAGACTGCCTTGATTTTAATATCTTACATAAAGTTTTAGCAGAAACCAGGTTAC
DQ010921 TGAAACCAGACTGCCTTGATTTTAATATCTTACATAAAGTTTTAGCAGAAACCAGGTTAC
AY994055 TGAAACCAGACTGCCTTGATTTTAATATCTTACAT AAAGTTTTAGCAGAAACCAGGTTAC
EU186072 TGAAACCAGACTGTCTTGATTTTAACATCCTACATAAAGTTTTAGCAGAAATCAGATTAC
DQ848678 TGAAACCAGACTGTCTTGATTTTAACATCCTACATAAAGTTTTAGCAGAAACCAGATTAC

*kk kkkkk *kkkkkkkkkkkkkkk kkk kkkk

NC_007025 TAGTAGTAGTACTGCGAGTGATCTTTCTAGTTCTCTAGGGTTTTCCTGCTATACATTGT
DQ010921 TAGTAGTAGTACTGCGAGTGATCTTTCTAGTTCTTCTAGGGTTTTCCTGCTATACATTGT
AY994055 TAGTAGTAGTACTGCGAGTGATCTTTCTAGTTCTTCTAGGGTTTTCCTGCTATACATTGT
EU186072 TAGTAGTAGTACTGCGAGTGATCTTTCTAGTTCTTCTAGGATTTTCCTGCTATACATTGT
DQ848678 TAGTAGTATTACTACGAGTGATCTTTCTAGTTCTT CTAGGGTTTTCCTGCTATACATTGT

*kkk *kkkk kkkkkkkkkkkkkkkkkkk

NC_007025 TGGGTGCATTATTTTAACATC ATGATTGTTGTAATCCTTGTGTGTATCTTTTTGGCTAAT - Startcodon
DQ010921 TGGGTGCATTATTTTAACATCATGATTGTTGTAAT CCTTGTGTGTATCTTTTTGGCTAAT ORF 7b
AY994055 TGGGTGCATTATTTTAACATCATGATTGTTGTAAT CCTTGTGTGTATCTTTTTGGCTAAT

EU186072 TAGGTGCATTATTTTAACATCATGATTGTTGTACT CCTTGTGTGTGTTTTCTTGGCTAAT

DQ848678 TAGGTGCATTATTTTAACATCATGATTGTTGTACT CCTTGTGTGTATTTTCTTGGCTAAT

********** * ** *kkkkkkkk

NC_007025 GGAATTAAAGCTACTGCTGTGCAAAATGACCTTCAGAACATCCCGTTCTTACCTGGGAT
DQ010921 GGAATTAAAGCTACTGCTGTGCAAAATGACCTTCAGAACATCCCGTTCTTACCTGGGAT
AY994055 GGAATTAAAGCTACTGCTGTGCAAAATGACCTTCA'GAACATCCCGTTCTTACCTGGGAT
EU186072 GGAATTAAAGCTACCACTGTGCAACCTGACACCCAGAACATCCAGTCCTCACCTGGGAC
DQ848678 GGAATTAAAGCTACCATTGTGCAACATGACCTTCAGAACATCCAGTCCTAACTTGGGAA

*hkkkhkkkkkhkkk  khkkkkkk Khkkk Kk *hkkkkkkk kk kk kk hkkkk

NC_007025 TTATTACAGCATTTCATAGGACATACCCTCTACATTACAACACACTAGGTCTTAGCACTA
DQ010921 TTATTACAGCATTTCATAGGACATACCCTCTACATTACAACACACTAGGTCTTAGCACTA
AY994055 TTATTACAGCATTTCATAGGACATACCCTCTACAT TACAACACACCAGGTCTTAGCACTA
EU186072 TTGTTGTAACATTTCATAGGACACACTCTTTACAT TACAACGTATCAGATCTTAGCACTA
DQ848678 CTTCTTCAACATTTCATAGGACACACTCTTTACAT TACAACGCATCAGATCTTAGCACTA

* ok k kkkkkkkdokkokkkk kk kk kkkokk * Kkk

NC_007025 CCGCTTGGATCTCGTGTTGAGTGTGAGGGTATCA&GTTTCAATTGCACATGGCCTGGC
DQ010921 CCGCTTGGATCTCGTGTTGAGTGTGAGGGTATCGYGGTTTCAATTGCACATGGCCTGGC
AY994055 CCGCTTGGATCTCGTGTTGAGTGTGAGGGTATCGAGGTTTCAATTGCACATGGCCTGGC
EU186072 CCGCTTGGATCTCGTGTTGAGTGTGAGAGTATCGBGGTTTTAACTGCACATGGCCTGGC
DQ848678 CCGCTTGGATCTCGTGTTGAGTGTGAGAGCGTTGYGGTTTTAAGTGCACATGGCCTGGC

* Kk kK Fokkkk kk kkdkkkkkkkkkkkk

NC_007025 TTTCAAGATCCTGCACATGATCATATTGATTTCTACTTTGATCTTTCTAATCCTTTCTAT
DQ010921 TTTCAAGATCCTGCACATGATCATATTGATTTCTACTTTGATCTTTCTAATCCTTTCTAT
AY994055 TTTCAAGATCCTGCACATGATCATATTGATTTCTA CTTTGATCTTTCTAATCCTTTCTAT
EU186072 TTTCAAAATCCTGCACATGATCATATTGATTTTTA TTTCGATCTTTCCAACCCTTTCTAT
DQ848678 TTTCAAAATCCTG CACACGATCATATTGATTTCTA TTTTGATCTTTCTAATTCTTTCTAT

** ******** ** ********
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NC_007025 TCATTTGTAGATAATTTTTATATTGTAAGTGAGGGAAATCAAAGAATCAATCTCAGATTG
DQ010921 TCATTTGTAGATAATTTTTATATTGTAAGTGAGGG AAATCAAAGAATCAATCTCAGATTG
AY994055 TCATTTGTAGATAATTTTTATATTGTAAGTGAGGG AAATCAAAGAATCAATCTCAGATTG
EU186072 TCCTTTGTAGATGAATTTTATATTGTAGGTGAAGGAAATCAAAGAATTAATCTCAGATTA
DQ848678 TCCTTTGTAGATAGTTTCTATATTGTAGGTGAAGGAAATCAAAGAATTAATCTTAGATTA

*k kkkkkkkkhk  kk kkkkkkkkk kkkk kK KhkhkAkAhkhk khkkhk khkkk

NC_007025 GTTGGTGCTGTGCCAAAACAAAAGAGATTAAATGTGGTTGTCATACATCATTTGCTGTT
DQ010921 GTTGGTGCTGTGCCAAAACAAAAGAGATTAAATGTGGTTGTCATACATCATTTGCTGTT
AY994055 GTTGGTGCTGTGCCAAAACAAAAGAGATTAAATGTTGGTTGTCATACATCATTTGCTGTT
EU186072 GTTGGTGCTGTGCCAAAACAAAAGAGATTAAATGTTGGTTGCCATACATCATTTGCTGTA
DQ848678 GTTGGTGCTGTGCCAAAACAAAAGAGATTAAATGTGGTTGCCATACATCATTTGCAGTC

*kkkkk kkkkkkkkkkkkkk *k

NC_007025 GATCTTCCCTTTGGGATTCAGATATACCATGACAGGATTTTCAACACCCTGTTGATGGC
DQ010921 GATCTTCCCTTTGGGATTCAGATATACCATGACAGGATTTTCAACACCCTGTTGATGGC
AY994055 GATCTTCCATTTGGGATTCAGATATACCATGACAGGGATTTTCAACACCCTGTTGATGGC
EU186072 GACCTTCCATTTGGCACTCAGATATACCATGACAGGATTTTCAACACCCTGCTAGTGGT
DQ848678 GACCTTCCATTTGGAACTCAGATATACCATGATAG GATTTTCTAAACCCTGTTATTGGT

*k kkkkk kkkkk k kkkkkkkkikkkkkk kk Fokkkkkk k kkkkkk k kkk

NC_007025 AGACATCTAGATTGTACTCACAGAGTGTACTTTGGAAGTACTGTCCACATAACCTGCAT
DQ010921 AGACATCTAGATTGTACTCACAGAGTGTACTTTGTGAAGTACTGTCCACATAACCTGCAT
AY994055 AGACATCTAGATTGTACTCACAGAGTGTACTTTGTGAAGTACTGTCCACATAACCTGCAT
EU186072 AGACATCTAGAGTGTACTCACAGAGTCTACTTTGTGAAGTACTGCCCATACAACTTGCAT
DQ848678 AGGCATCTAGAGTGTGCTCACAAAACCTATTTTGTGAAGTATTGTCCACATAACCTGCAT

K,k kkkkkkkk kkk kkkkkk x  kk kkkkk *hkkkk kk kkk k kkk kkkkk

NC_007025 GGTTATTGCTTTAATGAGAGGCTGAAAGTTTATGRETTGAAGCAATTCAGAAGCAAGAAG
DQ010921 GGTTATTGCTTTAATGAGAGGCTGAAAGTTTATGACTTGAAGCAATTCAGAAGCAAGAAG
AY994055 GGTTATTGCTTTAATGAGAGGCTGAAAGTTTATGACTTGAAGCAATTCAGAAGCAAGAAG
EU186072 GGTTATTGCTTTAATGAGAAGCTGAAGGTTTATGACCTGAAGCAACTCAGAAGCAAGAAG
DQ848678 GGTTATTGCTTTAATGAGAGGATGAAAGTTTATGACTTGAAGTCGCTCAGAAGCAAGAAG

* Kkkk * kkkkk  kkkkkkkkkkkkokk

|
NC_007025 GTCTTCGACAAAATCAACCAACATCATAAAACTGATT GGCAACCCGATGTCTAAA — Stopcodon
DQ010921 GTCTTCGACAAAATCAACCAACATCATAAAACTGAGTTATAAGGCAACCCGATGTCTAAA ORF 7b
AY994055 GTCTTCGACAAAATCAACCAACATCATAAAACTGAGTTATAAGGCAACCCGATGTCTAAA
EU186072 GTCTTCGACAAACTCAACCAACATCGTAAAACTGAG---TAAGGCAACCCGATGTTTAAA
DQ848678 GTCTACGACAAAATCAACCAACATTATAAAACTGAGTTATAAGACAACCCGATGTTTAAA

*kkk * kkkk kkkkkkkkkkk kkokk

NC_007025 ACTTGTCTTTCCGAGGAATTACGGGTCATCGCGCICCTACTCTTGTACAGAATBBEGE - FIP7bR
DQ010921 ACTTGTCTTTCCGAGGAATTACGGGTCATCGCGCECCTACTCTTGTACAGAATGGTAAG
AY994055 ACTGGTCTTTCCGAGGAATTACGGGTCATCGCGCECCTACTCTTGTACAGAATGGTAAG
EU186072 ACTGGTTTTTCCGAGGAATTACTGGTCATCGCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATRARG
DQ848678 ACTGGTTTTTCCCAGGAATTACTGGTCATCGCGCGTCTACTCTTGTACAGAATGGTAAG

dkk kk kkkkk dkkkkkkkk kkdokkkkkkrkk * Kkkokdokkkkkkkkkkkkkkkkkkk

NC_007025 CACGT GTAATAGGAGGTACAAGCAACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTG
DQ010921 CACGTGTAATAGGAGGTACAAGCAACCCTATTGCPATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTG
AY994055 CACGTGTAATAGGAGGTACAAGCAACCCTATTGCAATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTG
EU186072 CACGT GTAATAGGAGGTACAAGCAACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTG
DQ848678 CACGTGTAATAGGAGGTACAAGCAACCCTATTGCRATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTG

Abb. 9 Multipler Sequenzvergleich mit Clustalw

Die Eigenschaften der beiden Primer sind in Tabektesammengefasst:
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Tabelle 7zur Amplifikation von ORF 7b verwendete Primer

Primername Primersequenz Tm Position| FCoV-Stamm | Produkt
FIP7bF ggtgtgcctgacagtagtctgceg 66,0 °C 28153 FIRIB 904 bp
FIP7bR tgcttgtacctcctattacacgtgecit 63,4 °C 29036 PVHBlack 904 bp

T = Schmelztemperatur

Als Proben-DNA wurden jeweils 3 pul der wie unte# Bergestellten cDNA eingesetzt. In der
Negativkontrolle kamen stattdessen 3 ul steriles3®iazum Einsatz. Das Pipettierschema fir
den Mastermix entspricht dem in Tabelle 3 dargkstelDa zur Amplifikation von ORF 7b
anstelle 5 nur 3 ul Proben-DNA zum Einsatz kamem,den als Abweichung zu Tabelle 3

nicht 20,5 ul, sondern 22,5 ul steriles Wassertpgre

3.10 Ergebniskontrolle mittels Agarosegelelektrophese

Die Visualisierung der PCR-Produkte und damit ddolg der Amplifikation wurde mittels
Horizontalgelelektrophorese festgestellt. Hierflurden 2 %ige Agarosegele unter Zugabe
von Ethidiumbromid (Roth, Karlsruhe) oder altermaiidori Green (Nippon Genetics
Europe, Diren) hergestellt. Je nach Gro3e des s$teflanden Gels wurden 0,6 g bis 5,0 g
SeaKerf LE Agarose (Biozym, Hess. Oldendorf) in einem @ydisder abgewogen und mit
dem der Konzentration und der Gelgrof3e entspre@mendolumen 0,5x TBE-Puffer
vermengt. Eine Ubersicht tber die eingesetzten Menfindet sich in Tabelle 8. Das
Agarose-Puffer-Gemisch wurde auf einem heizbaregndathrer bei 200 °C und circa 400
U/min erhitzt und die Agarose in dem Puffer voltatdy gelost. Nach Abkihlen auf circa 60
°C wurde Ethidiumbromid beziehungsweise Midori Gref@ingesetzte Volumina siehe
Tabelle 8) dazu pipettiert. Diese beiden Stoffeeragieren mit Nukleinsauren, andern
dadurch ihr Absorptionsspektrum und fluoresziereamnd im ultravioletten Licht. Im
Gegensatz zu Ethidiumbromid wird Midori Green alshh genotoxisch eingestuft und lasst
damit ein ungefahrlicheres Arbeiten im Labor zusDiéssige Gel wurde in eine an beiden
Enden verschlossene und mit einem Kamm zur Heustgllder Geltaschen versehene
Gelbriicke gegossen. Nach dem Erkalten und Festweleke Gels wurde der Kamm gezogen,
die Gelbricke in einer Gelkammer positioniert urallstandig mit gekihltem 0,5x TBE-
Puffer (= Laufpuffer) Gberschichtet. Jeweils 10degs PCR-Produkts wurden mit je 2 ul
Loading Dye Orange 6x (Fermentas, St. Leon-Rotmeaigt und die Geltaschen damit
beladen. Bei dem Loading Dye handelt es sich um sigenannten Ladepuffer, der zum

einen dazu dient, den in Wasser geldsten PCR-Prex@ne héhere Dichte zu verleihen und
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so das Absinken der Proben in die Geltaschen zwghthen. Zum anderen enthalt der
Ladepuffer Farbstoffe, die die Laufgeschwindigked&s Gels anzeigen. Im Falle des hier
eingesetzten Ladepuffers sind die Farbstoffe Orgag®wie Xylene cyanol FF enthalten.
Wahrend erster Farbstoff mit kurzen DNA-Fragmeniten Gel mitwandert, lauft Xylene
cyanol FF sehr viel langsamer mit Fragmenten irerei@roRenordnung vorn> 1000 bp
Lange.

Zusatzlich zu den mit Ladepuffer versehenen Proberden in die erste Geltasche und bei
einer groBen Probenanzahl auch in die letzte Snekd_angenstandards (O'GeneRUle50

bp DNA ladder beziehungsweise pUC Mix Marker 8, mkemtas, St. Leon-Rot) zum
Vergleich mit den entstehenden Banden pipettiag.Bdektrophoreselaufe erfolgten bei einer
Spannung von 4,5 Volt/cm und einer maximalen Sttarke von 70 mA flr eine Zeit von 2
bis 3 Stunden (Powersupply PPS 200-1D, MWG-Biotédiersberg). Die DNA wurde mit
Hilfe eines UV-Transilluminators (Bachofer, Reugan) bei 254 nm sichtbar gemacht. Das
Gel wurde mit einem Computer-Geldokumentationssys{&odak Digital Science 1D)
fotografiert und die Bilddateien gespeichert.

Tabelle 8 zusammensetzung eines 2 %igen Agarosegels

Agarose (g)] Puffermenge 0,5x | Ethidiumbromid/Midori Green (1:10)| Kammer-
TBE (ml) (VD)) grofe
(cn)
0,6 30 3,3/1,0 56
1,6 80 6,6/2,6 168
50 250 20,0/8,4 500

3.11 DNA-Sequenzierung und Auswertung der Ergebniss

Die DNA-Sequenzierung wurde durch die Firma GAT®tBch in Konstanz durchgefihrt.
Die fur die Sequenzierung vorgesehenen PCR-Prodwkieden aufgereinigt durch
Inkubation im Multi Cycler PTC 200 (Biozym, Hess.ldendorf) mit Exonuclease |
(Fermentas, St. Leon-Rot) und Shrimp Alkaline Phasase (Fermentas, St. Leon-Rot). Die
Exonuclease spaltet einzelstrangige DNA und ertfsanfir die Sequenzierung storende
Primer im Probengemisch. Einzeln vorliegende Desbgwpukleotide werden durch die
Alkaline Phosphatase abgebaut. Das TemperaturPZettkoll fir die Aufreinigung ist in
Tabelle 9 dargestellt. Als Primer wurden fir dieq@&nzierung der ORF 3c—Fragmente
FIP1.1F fur die erste Halfte und FIP2.1R fiir dieciker Halfte des Gens verwendet. Um die
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mit dem Reverse Primer FIP2.1R erhaltenen Sequemzegleicher Orientierung wie
diejenigen mit FIP1.1F zu bekommen, mussten dieu&®pn revers und komplementar
umgeschrieben werden. Das wurde mit Hilfe des wsbkben Programms Reverse
Complemerit (www.bioinformatics.org) umgesetzt. Fiir die Seqiemng von ORF 7b
fungierte der Forward Primer FIP7bF. Die zum lbegenden Teil nur in eine Richtung
durchgefihrte Sequenzierung wurde dadurch geretigtfedass von einer Katze feline
Coronavirus-RNA aus je 11 verschiedenen Gewebearsutht wurde. Gab es innerhalb
dieser 11 Gewebe keine Sequenzunterschiede, wigdglthltene Basenabfolge dadurch als
verifiziert angesehen. Stellten sich zwischen degu8nzen aus verschiedenen Organen
Unterschiede heraus, wurde eine erneute semi-neBt@€®R durchgefuhrt und die
Sequenzierung wiederholt.

Die Computerauswertung der Sequenzen erfolgte it idh Internet frei zugénglichen
Programmen BLASY (NCBI, Bethesda, USA), ClustalW (EMBL-EBI, Camhyl
Grol3britannien), ExXPASy Translate Tool (Swiss tagti of Bioinformatics, Schweiz) sowie
der frei erhaltlichen Software Bioedit (Ibis Biosoces, Carlsbad, USA).

Bei den mit ClustalW durchgefiihrten Sequenzverpkaicsind identische Basen jeweils mit
einem Sternchen gekennzeichnet. Treten Unterschiedder Sequenz auf, befindet sich

anstelle des Sternchens eine Licke mit einem Punkt.

Tabelle 9Protokoll fiir die Aufreinigung von PCR-Produkteorder Sequenzierung

Reagenz Hersteller Einzusetzende Menge Temperatur,
pro 20 pl PCR-Produkt Zeit
Exonuclease | Fermentas 1,4 ul 1. 15 min bei 37|°C
_ inkubieren
Shrimp Fermentas 2,8 pl )
_ 2. 15 min auf 85 °C
Alkaline Phosphatase ,
erhitzen
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3.12 Statistische Analyse

Bei der Auswertung der Aminosauresequenzen wurdeHdiufigkeit des Auftretens von
Stopcodons innerhalb von 3c bei FIPV und FECV vehgh. Als statistische Grundlage
wurde hierfir der exakte Test nach Fisher mittedereVierfelder-Tafel durchgefiihrt. Die
Berechnung erfolgte mit Hilfe des webbasierten Rmogns ,Fisher's exact test*
(http://www.langsrud.com/fisher.htm [Stand: 20.11)1 Als Signifikanzniveau wurde 0,05

gewabhilt.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung der ,Referenzsequenzen®

Zur Verifizierung der Herkunft der isolierten RNAus felinen Coronaviren wurden die
erhaltenen Sequenzen mit denen veroéffentlichteA&=8S@mme verglichen. Aul3erdem waren
die Vergleichssequenzen Anhaltspunkt fir das Ad#m von Mutationen. Um zunachst
maogliche Unterschiede im 3c-Gen zwischen Serotypnd -lI-Stdmmen sowie zwischen
enteralen Corona- und FIP-Viren festzustellen, wyedveils ein Vertreter jeder Gruppe als
Referenz ausgewahlt und mit den anderen beidericlezg. Soweit nicht anders erwahnt,
waren das FIPV79-1146 als Vertreter eines Typ R\F[acc. no.. NC_007025), FIPV Black
als Vertreter eines Typ I-FIPV (acc. no.: EU18601#2)d FECV-6 als Vertreter eines
enteralen Coronavirus vom Typ | (nicht verofferiite Sequenz, erhalten vom Institut fir
Virologie, Justus-Liebig-Universitat Giel3en). Althihg 10 zeigt den Vergleich zwischen den
beiden FIP-Viren (Typ | und Typ IlI), zwischen denypTI-FIPV und dem FECV sowie
zwischen dem Typ II-FIPV und dem FECV. Unterstrithend fettgedruckt sind dabei das
Start- (ATG) sowie das Stopcodon (TAG) fir ORF 3c.

Als Grundlage fur die Benennung der Positionentdi€iCV-6, bei dem ORF 3c eine Lange
von 714 Basen aufweist. Die ersten drei Positicar@gaprechen dabei dem Startcodon ATG.
Abschlie3end ist der Sequenzvergleich aller dretreter dargestellt.

Bei ORF 7b dienten die beiden FIPV 79-1146 (Typ uphd Black (Typ 1) als
Vergleichsstamme. Im ersteren Fall wies das Gea kénge von 621 Basen, beim Black-
Stamm infolge einer Deletion nur 618 Basen aufh@iauch Abbildung 9, Kapitel 3.9).

Serotypabhangige Sequenzunterschiede konntengetimden werden.
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EU186072 ACCTTTTGCAGTCAGATTGCGTATCATAAATAATACAAAACCTAAAACAGCAAGTACTAT
NC_007025 ACCTTTTGAAACTAGACTTTGTATCATTAAACACACAAGACCCAAAGCATTAAGTGTTAC

*  kkk K *k k% *kk kkk kkk kk kkkk k%

EU186072  AAAACGTAGAAGAAGGGTTG-rmmmemmcee  ceececcccmemeccce
NC_007025  AAAACAAGTAAAGAGAGATTATAGAAAAATTGCCATCTAAATTCCATGCGAAFRGATT

*kkkk *k kX k%

EU186072  -----me--mee TTAACACTCTAAGTTTTATAGT CACTAATCAACATGTGATTGTTAAT
NC_007025 GGTGGACTTTTTCTTAACACTCTTAGTTTTGTAATTGTTAGTAACCATGTTATTGTTAAT

*hkkkkkkkk kkkkkk k% % *k Kk Kk hkkkk hkkkkkkkk

EU186072 AACACA--------=mmmmmeem CCACATGTCGA TTCTATAGTACAACAACAACATGTT
NC_007025 AACACAGCAAATGTGCATACTACACAACATGAAARGTTATAGTACAACAGCATTAGGTT

*kkkkk * kkkkk Kk *  kkkkkkkkkkkk kk Kk kkk

EU186072 GTTAATGCTAGTATTAAAAGTTTTCATTTAGAGTT CAGCACCGCTGTTCTCTTTGTTTTA
NC_007025 GTTAGTGCTAGAACACAAAATTATTACCCAGAGTCAGCATCGCTGTACTCTTTG--TCA

*kkk kkkkkk k  kkk kk k k  kkkkkk *hkkk khkkkk kkkkkkk * *

EU186072 TTTTTAGCTTTGTACCGTAGTACAAACTTTAAAGT ATGTGTCGGCGTCTTAATGTTTAAG
NC_007025 TTTTTGGCTTTGTACCGTAGTACAAACTTTAAGAGGTGTGTCGGCATCTTAATGTTTAAG

*kkkk

EU186072 ATAGTTTCAATGACACTTATAGGACCTATGCTTAT AGCATTTGGTTACTATATAGATGGA
NC_007025 ATTGTATCAATGACACTTGTAGGGCCTATGCTTARGCATATGGTTACTACATTGATGGC

*% k% *kkk *hkkk khkkkkkkk kk kkkkk

EU186072 ATTGTGACAACAACCGTCTTAGCTTTAAGATTCGTTTACTTAGCATACTTTTGGTATGTT
NC_007025 ATTGTTACAATAACTGTCTTAGCTTTAAGATTTCT CTACTTAGCATACTTTTGGTATGTT

*kkkk kkkk kkk khkkkkkkkkkkkkkkx *

EU186072 AATAGTAAATTTGAATTCATCTTATACAATACAAC GACACTAATGTTTGTACATGACAGA
NC_007025 AATAGTAGGTCCGAATTTATTTTATACAATACAACGACACTCATGTTTGTACATGGCAGA

*kkkkkk k  kkkkk kk kkkkkkkkkkkhkk *hkkkk hkkkkkkkkkkkk kkkk

EU186072 GCTGCACCGTTTATGAGAAGTTCTCACGGCCCTATTATGTCACATTATATGGAGGCATA
NC_007025 GCTGCACCGTTTATGAGAAGTTCTCACAGCTCTATTATGTCACATTGTATGGTGGCATA

*% hkkk *kkkk

EU186072 AATTACATGTTCGTGAATGATCTTACGTTGCATTT TGTAGACCCTATGCTTGTAGGCATA
NC_007025 AATTATATGTTTGTGAATGACCTCACGTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTTGTAAGAATA

kkkkk hkkkk hkkkkkhkk kk hkkkkkkkikxx *hkkkkkkkkkkkkkkhkk * kkk

EU186072 GCTATACGTGGCCTAGTCCGTGCTGACCTAACAGTGTTAGAGCAGTTGAACTTCTCAAT
NC_007025 GCAATACGTGGCTTAGCTCATGCTGATCTAACTGITTTAGAGCAGTTGAACTTCTCAAT

kK Khkkhkhkkhk kkk Kk kkkkkk kkkkk k% * khkkkkkkkkkkkkkkkkhkhkk

EU186072 GGTGTTTTTATTTATATATTTTCACAGGAGGCCGTCGTAGGAGTTTACAATGCAGCCTTT
NC_007025 GGTGATTTTATATATGTATTTTCACAGGAGCCCGRAGCCGGTGTTTACAATGCAGCCTCT

*kkk *kk *kkk *  kk kkkkkkkkkkkkkkkk *

EU186072 TCTCAGGCGGTTATAAACGAAATTGATTTGAAAGAAGAAGAAGAG---CGTGTCTATGAT
NC_007025 TCTCAGGCGGTTCTAAACGAAATTGACTTAAAAGAGAAGAAGAAGACCATAACTATGAC

Kk kkkkk *kkkkkkkk * k kkkkkk

EU186072 GTTTCC TAG
NC_007025 GTTCCC TAG

*kk kkkkk

Abb. 10a Sequenzvergleich von FIPV Typ | (EU186072) ung\FTyp Il (NC_007025)
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EU186072 ACCTTTTGCAGTCAGATTGCGTATCATAAATAATACAAAACCTAAAACAGCAAGTACTAT
FECV-6 ACCTTTTGCAGCCAGACTACGTATCATAAATAATA CAAAACCTAAAACAGCAAGTACTAT

*kkk *

EU186072  AAAACGTAGAAGAAGGGTTG-rmmmemmcee  ceececcccmemeccce
FECV-6 AAAACGTAGAAAAAGAGTTGTTCCGGATTACAGAA GAATTGCCATTCTCAACGCATCGGA

*kkkhkhkhkk hkk hkkk

EU186072 -----mmmmmemeeeeee TTAACACTCTAAG TTTTATAGTCACTAATCAACATGTG
FECV-6 AAA ATGATTGGCGGACTGTTTCTTAACACTCTAAGTTTTATAGTTACTAATGBRGAT

*hkkkkkkkkkkk

EU186072 ATTGTTAATAACACACCACATGTCGATTCTATAGT ACAACAACAACATGTTGTTAATGCT
FECV-6 ATTGTTAATAACACGCCACATGTCAATGCTATAGT ACAACAACATCATGTTGTTAGTGCT

********* ********** F*kkk

EU186072 AGTATTAAAAGTTTTCATTTAGAGTTCAGCACCGCTGTTCTCTTTGTTTTATTTTTAGCT
FECV-6 AATATTAAAAGTACCCATTTAGAGTTCAGCATCGC TGTTCTCTTTGTTTTATTTTTAGCT

* *k%

EU186072 TTGTACCGTAGTACAAACTTTAAAGTATGTGTCGGCGTCTTAATGTTTAAGATAGTTTCA
FECV-6 TTGTACCGTAGTACAAACTTTAAAGTGTGTGTCGG TGTCTTAATGTTTAAGATAGTATCA

******************** ***

EU186072 ATGACACTTATAGGACCTATGCTTATAGCATTTGGTTACTATATAGATGGAATTGTGACA
FECV-6 ATGACACTTATAGGACCTATGCTTATAGCGTTTGG TTACTACATAGATGGCATTGTGACA

*kkkk

EU186072 ACAACCGTCTTAGCTTTAAGATTCGTTTACTTAGCATACTTTTGGTATGTTAATAGTAAA
FECV-6 ATAACTGTCTTAGCTTTAAGATTCGTTTACTTGGC ATACTTTTGGTATGTTAACAGTAGA

* *** ****************** **** *

EU186072 TTTGAATTCATCTTATACAATACAACGACACTAAT GTTTGTACATGACAGAGCTGCACCG
FECV-6 TTTGAATTCATCTTATACAATACAACGACACTAAT GTTTGTACATGACAGAGCTGCACCG

EU186072 TTTATGAGAAGTTCTCACGGCCCTATTTATGTCACATTATATGGAGGCATAAATTACATG
FECV-6 TTTATGAGAAGTTCTCACGGCTCTATTTATGTCAC ATTATATGGAGGCATAAATTATATG

*hkkkkkkkkkkkkkkhkhkk kkk

EU186072 TTCGTGAATGATCTTACGTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTTGTAGGCATAGCTATACGT
FECV-6 TTCGTGAATGATCTTACGTTGCATTTTGTAGACCC TATGCTTGTAGGCATAGCTATACGT

EU186072 GGCCTAGTCCGTGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGRGTTGAACTTCTCAATGGTGTTTTT
FECV-6 GGCCTAGTTCGTGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGCAGTTGAACTTCTCAATGGTGATTTT

******************** *kkk

EU186072 ATTTATATATTTTCACAGGAGGCCGTCGTAGGAGTITACAATGCAGCCTTTTCTCAGGCG
FECV-6 ATATATATATTTTCACAGGAGGCCGTAGTAGGAGT TTACAATGCAGCCTTTTCTCAGGCG

*k

EU186072 GTTATAAACGAAATTGATTTGAAAGAAGAAGAAGAGCGTGTCTATGATGTTTIAG
FECV-6 GTTATAAACGAAATTGATTTAAAAGAAGAAGAAGA ACGTGTCTATGATGTTTCAG

khkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Abb. 10b Sequenzvergleich von FIPV Typ | (EU186072) undCRETyp | (FECV-6)
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NC_007025 ATGATTGGTGGACTTTTTCTTAACACTCTTAGTTTTGTAATTGTTAGTAGTTATT
FECV-6 ATGATTGGCGGACTGTTTCTTAACACTCTAAGTTTTATAGTTACTAATCARGATT

*kkkk *kkkk * k% kk kk k k kkkkk kkk

NC_007025 GTTAATAACACAGCAAATGTGCATACTACACAACAGAAAATGTTATAGTACAACAGCAT
FECV-6 GTTAATAACACG----------=--=---- CCACA TGTCAATGCTATAGTACAACAACAT

*kkkkkkkhkk * kkk *k  kkkk kkkkkkhkhkkk kkk

NC_007025 TAGGTTGTTAGTGCTAGAACACAAAATTATTACCAGAGTTCAGCATCGCTGTACTCTTT
FECV-6 CATGTTGTTAGTGCTAATATTAAAAGTACCCATTT AGAGTTCAGCATCGCTGTTCTCTTT

* *kkkkkkkkkkkk * *** * *

NC_007025 G--TCATTTTTGGCTTTGTACCGTAGTACAAACTT TAAGACGTGTGTCGGCATCTTAATG
FECV-6 GTTTTATTTTTAGCTTTGTACCGTAGTACAAACTT TAAAGTGTGTGTCGGTGTCTTAATG

* * *kk  kkkkkkkkk  hkkkkkhkk

NC_007025 TTTAAGATTGTATCAATGACACTTGTAGGGCCTATGCTTATAGCATATGGTTACTACATT
FECV-6 TTTAAGATAGTATCAATGACACTTATAGGACCTAT GCTTATAGCGTTTGGTTACTACATA

**** *kkkk

NC_007025 GATGGCATTGTTACAATAACTGTCTTAGCTTTAARTTTCTCTACTTAGCATACTTTTGG
FECV-6 GATGGCATTGTGACAATAACTGTCTTAGCTTTAAG ATTCGTTTACTTGGCATACTTTTGG

*** * ***** F*kkkkkhkkkkk

NC_007025 TATGTTAATAGTAGGTCCGAATTTATTTTATACAATACAACGACACTCATGTTTGTACAT
FECV-6 TATGTTAACAGTAGATTTGAATTCATCTTATACAA TACAACGACACTAATGTTTGTACAT

KRRk hkhk khkkhk *x  khkkkk kk kkkkkhkk

NC_007025 GGCAGAGCTGCACCGTTTATGAGAAGTTCTCACAITICTATTTATGTCACATTGTATGGT
FECV-6 GACAGAG CTGCACCGTTTATGAGAAGTTCTCACGGCTCTATTTATGTCACATTATATGGA

* ****************** *****

NC_007025 GGCATAAATTATATGTTTGTGAATGACCTCACGTIGCATTTTGTAGACCCTATGCTTGTA
FECV-6 GGCATAAATTATATGTTCGTGAATGATCTTACGTT GCATTTTGTAGACCCTATGCTTGTA

** *kkkk

NC_007025 AGAATAGCAATACGTGGCTTAGCTCATGCTGATCAACTGTTTTTAGAGCAGTTGAACTT
FECV-6 GGCATAGCTATACGTGGCCTAGTTCGTGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGCAGTTGAACTT

* kkkkk kkkkkkkkk kkk *k kkkkkk k% *kk khk khkkkkkkkkkkkkkkk

NC_007025 CTCAATGGTGATTTTATATATGTATTTTCACAGGAGCCCGTAGCCGGTGTTTACAATGCA
FECV-6 CTCAATGGTGATTTTATATATATATTTTCACAGGA GGCCGTAGTAGGAGTTTACAATGCA

* kkkkkk  kk kkkkkkkkhkkk

NC_007025 GCCTCTTCTCAGGCGGTTCTAAACGAAATTGACTAAAAGAAGAAGAAGAAGACCATAAC
FECV-6 GCCTTTTCTCAGGCGGTTATAAACGAAATTGATTT AAAAGAAGAAGAAGAA---CGTGTC

**** *hkkkkkkkkkkhkkhk * * *

NC_007025 TATGACGTTCCC TAG
FECV-6 TATGATGTTTCC TAG

K*kkkk kkk kkkkk

Abb. 10c Sequenzvergleich von FIPV Typ Il (NC_007025) &#CV Typ | (FECV-6J
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EU186072 ACCTTTTGCAGTCAGATTGCGTATCATAAATAATACAAAACCTAAAACAGCAAGTACTAT 60
FECV-6 ACCTTTTGCAGCCAGACTACGTATCATAAATAATA CAAAACCTAAAACAGCAAGTACTAT 60
NC_007025 ACCTTTTGAAACTAGACTTTGTATCATTAAACACACAAGACCCAAAGCATTAAGTGTTAC 60

*  kkk K *k Kk % *kk kkk kkk kk kkkk k%

EU186072  AAAACGTAGAAGAAGGGTTG-rmmmrmemes  eeccccccccceee 80

FECV-6 AAAACGTAGAAAAAGAGTTGTTCCGGATTACAGAA GAATTGCCATTCTCAACGCATCGGA 120

NC_007025  AAAACAAGTAAAGAGAGATTAT--------- AGAA  AAATTGCCATTCTAAATTCCATGCG 111
Kkkkkk *k kk k k

[SURR: 1510772 —— TTAACACTCTAAG TTTTATAGTCACTAATCAACATGTG 118

FECV-6 AAA ATGATTGGCGGACTGTTTCTTAACACTCTAAGTTTTATAGTTACTAATGBRAGAB0

NC_007025 AAA ATGATTGGTGGACTTTTTCTTAACACTCTTAGTTTTGTAATTGTTAGTAGTTAT1

*hkkkkkkkk k% *kkk kk k  kk Kk Kk kkkkk

EU186072 ATTGTTAATAACACA-------==-=mmmmom CC ACATGTCGATTCTATAGTACAACAA 160
FECV-6 ATTGTTAATAACACG-------=--=-==-=-- CC ACATGTCAATGCTATAGTACAACAA 222
NC_007025 ATTGTTAATAACACAGCAAATGTGCATACTACACA(\CATGAAAATGTTATAGTACAACAG 231

************** ***** ** ************

EU186072 CAACATGTTGTTAATGCTAGTATTAAAAGTTTTCA TTTAGAGTTCAGCACCGCTGTTCTC 220
FECV-6 CATCATGTTGTTAGTGCTAATATTAAAAGTACCCA TTTAGAGTTCAGCATCGCTGTTCTC 282
NC_007025 CATTAGGTTGTTAGTGCTAGAACACAAAATTATTACCCAGAGTTCAGCATCGCTGTACTC 291

** * ******* *kkkk * *** * * kkkkkkkkkkk kkkkkk kkk

EU186072 TTTGTTTTATTTTTAGCTTTGTACCGTAGTACAAA CTTTAAAGTATGTGTCGGCGTCTTA 280
FECV-6 TTTGTTTTATTTTTAGCTTTGTACCGTAGTACAAA CTTTAAAGTGTGTGTCGGTGTCTTA 342
NC_007025 TTTG--TCATTTTTGGCTTTGTACCGTAGTACAAA CTTTAAGACGTGTGTCGGCATCTTA 349

*kkk *k *kkkkk kkkkkkkk Kkkkkk

EU186072 ATGTTTAAGATAGTTTCAATGACACTTATAGGACCTATGCTTATAGCATTTGGTTACTAT 340
FECV-6 ATGTTTAAGATAGTATCAATGACACTTATAGGACC TATGCTTATAGCGTTTGGTTACTAC 402
NC_007025 ATGTTTAAGATTGTATCAATGACACTTGTAGGGCCF ATGCTTATAGCATATGGTTACTAC 409

Rkt

EU186072 ATAGATGGAATTGTGACAACAACCGTCTTAGCTTTAAGATTCGTTTACTTAGCATACTTT 400
FECV-6 ATAGATGGCATTGTGACAATAACTGTCTTAGCTTT AAGATTCGTTTACTTGGCATACTTT 462
NC_007025 ATTGATGGCATTGTTACAATAACTGTCTTAGCTTTAAGATTTCTCTACTTAGCATACTTT 469

*k khkkkk khkkkk khkkk kkk kkkkhkhkhkk *hkkkk Kk khkkk kkkkkhkkk

EU186072 TGGTATGTTAATAGTAAATTTGAATTCATCTTATA CAATACAACGACACTAATGTTTGTA 460
FECV-6 TGGTATGTTAACAGTAGATTTGAATTCATCTTATA CAATACAACGACACTAATGTTTGTA 522
NC_007025 TGGTATGTTAATAGTAGGTCCGAATTTATTTTATACAATACAACGACACTCATGTTTGTA 529

*hkkkkkkkhkk kkkk Kk khkkkk kk kkkkk

EU186072 CATGACAGAGCTGCACCGTTTATGAGAAGTTCTCEGGCCCTATTTATGTCACATTATAT 520
FECV-6 CATGACAGAGCTGCACCGTTTATGAGAAGTTCTCACGGCTCTATTTATGTCACATTATAT 582
NC_007025 CATGGCAGAGCTGCACCGTTTATGAGAAGTTCTGRAGCTCTATTTATGTCACATTGTAT 589

*kkk * kk kkokkokkkkkkkkkkkk kkk

EU186072 GGAGGCATAAATTACATGTTCGTGAATGATCTTAGGTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTT 580

FECV-6 GGAGGCATAAATTATATGTTCGTGAATGATCTTAC GTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTT 642

NC_007025 GGTGGCATAAATTATATGTTTGTGAATGACCTCAGTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTT 649
*%k

*kkkk *% Kk

EU186072 GTAGGCATAGCTATACGTGGCCTAGTCCGTGCTGBCTAACAGTTGTTAGAGCAGTTGAA 640
FECV-6 GTAGGCATAGCTATACGTGGCCTAGTTCGTGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGCAGTTGAA 702
NC_007025 GTAAGAATAGCAATACGTGGCTTAGCTCATGCTGPCTAACTGTTTTTAGAGCAGTTGAA 709

dkk Kk kkkkk kkkkkkkkk kkk  k kkkkkk Fokkkk kkk Kkkkkkkkkkkkkk

EU186072 CTTCTCAATGGTGTTTTTATTTATATATTTTCACA GGAGGCCGTCGTAGGAGTTTACAAT 700
FECV-6 CTTCTCAATGGTGATTTTATATATATATTTTCACA GGAGGCCGTAGTAGGAGTTTACAAT 762
NC_007025 CTTCTCAATGGTGATTTTATATATGTATTTTCACA GGAGCCCGTAGCCGGTGTTTACAAT 769

*** **** **** * ** *kkkkkkkk

EU186072 GCAGCCTTTTCTCAGGCGGTTATAAACGAAATTGATTGAAAGAAGAAGAAGAG---CGT 757
FECV-6 GCAGCCTTTTCTCAGGCGGTTATAAACGAAATTGA TTTAAAAGAAGAAGAAGAA---CGT 819
NC_007025 GCAGCCTCTTCTCAGGCGGTTCTAAACGAAATTGATTAAAAGAAGAAGAAGAAGACCAT 829

** ************** * *

EU186072 GTCTATGATGTTTCC  TAG775
FECV-6 GTCTATGATGTTTCC TAG837
NC_007025 AACTATGACGTTCCC TAG847

*kkkkk kkk kkkkk
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Abb. 10d Ssequenzvergleich von FIPV Typ | (EU186072), FIPy Il (NC_007025) und FECV Typ |
(FECV-8)

Yldentische Basen sind mit" Unterschiede mit." gekennzeichnet.

Es fiel auf, dass zwischen den verschiedenen Cuoirisgtammen an mehreren
Lokalisationen Unterschiede in der Sequenz von GRRuftraten. Besonders deutlich war
dies beim Vergleich von Vertretern unterschiedlicBerotypen (Abbildungen 10a und c). Bei
beiden Typ I-Stdmmen bestand eine groliere Sequetbgie, auch wenn es sich bei den
beiden Viren einmal um ein enterales Coronavirusy) anderen um ein FIP-Virus handelte
(Abbildung 10b). AulRerdem zeigte sich bei FIPV Rlawie bereits beschriebeawischen
den Nichtstrukturproteingenen 3b und 3c eine Datetron 62 Nukleotiden (Tekes et al.,
2008; Vennema et al., 1998).

Weiterhin war bemerkenswert, dass das FIPV 79-1ibéh Position 72 eine 18 Basen lange
Sequenz (GCAAATGTGCATACTACA) aufwies, die beim TyStamm nicht vorhanden
war. Ahnliches fand sich nach Position 693, wo &t ausschlieBlich bei dem Typ II-
Stamm drei zuséatzliche Basen (GAC) zu verzeichrnemrem Auf der anderen Seite fehlten bei
FIPV 79-1146 nach Position 181 zwei aufeinandedontie Thymidin-Basen, die bei beiden
Typ I-Stammen vorkamen. Die Gesamtlange von ORBe3aug fir FIPV Black 695 Basen,
fur FIPV 79-1146 733 Basen und fir FECV-6 wie obereits erwahnt 714 Basen.

4.2 Uberpriufung der Primer

Die Primer FIP1.1F, FIP2.1F und FIP2.1R zur Amkéfion von ORF 3c wurden bei
unterschiedlichen Temperatur-Zeit-Bedingungen imitMdycler PTC 200 (Biozym, Hess.
Oldendorf) getestet. Dabei wurden in der PCR bé&idavard Primer in einem Ansatz zu
gleichen Teilen eingesetzt. Als Test-DNA diente édD)Nlie mittels reverser Transkription
aus der felinen Coronavirus-RNA FCoV 1 und 2 (bustifiir Virologie, Justus-Liebig-

Universitat Giel3en) hergestellt wurde. Dabei ensiek folgendes Schema als optimal:

Einmaliges Erhitzen der Proben auf 95 °C fur 2 min
Denaturierungstemperatur von 94 °C fir 30 sec
Temperatur zur Primerhybridisierung von 50 °C fQrsgc
Elongationstemperatur von 72 °C fir 1 min
Endverlangerung bei einer Temperatur von 72 °Q@imin
Dauerhaftes Kihlen der Proben bei 4 °C

o 00k w0 N PE
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Nach dem ersten Schritt wurden die Punkte 2. biis 35 Zyklen wiederholt. Die Amplifikate
wurden wie unter 3.10 beschrieben elektrophoretistiersucht. Es traten Banden bei circa
900 bp Lange bei beiden eingesetzten Proben aud. gdliviinscht, blieb die Spur mit der
Negativkontrolle ohne Bande. Das Gelbild ist in Adong 11 dargestellt.

Spur 1 = GréRenmarker
(O’Gene Ruler, Fermentas)

1000

Spur 2 = leer
700
500

Spur3=FCoV 1
400

200 Spur 4 = FCoV 2

150

5 Spur 5 = Negativkontrolle

Farbstoff: Ethidiumbromid

Abb. 11 PCR mit Test-DNA

Zur Verifizierung der Primerspezifitat wurden dieht auf das Gel aufgebrachten 20 pl der
beiden PCR-Produkte entsprechend dem Protokollaipelle 9 (Kapitel 3.11) aufgereinigt

und anschlielend zur Sequenzierung (GATC Biotecmskanz) geschickt. Als Primer wurde
der Reverse Primer FIP2.1R verwendet. Die Ergebn(ssvers und komplementar) im

FASTA-Format zeigt Abbildung 12.

a) FCoV 1

CAAAGCATTAAGTGTTACAAAACAAGTAAAGAGAGATTATAGAAAAATTGC CATTCTAAATTCCATGCGAAAATG
ATTGGTGGACTTTTTCTTAACACTCTTAGTTTTGTAATTGTTAGTAACCATGTTATTGTTAATAACACAGCAAATGTG
CATACTACACAACATGAAAATGTTATAGTACAACAGCATTAGGTTGTTAGT GCTAGAACACAAAATTATTACCCAG
AGTTCAGCATCGCTGTACTCTTTGTATCATTTTTGGCTTTGTACCGTAGTRAAACTTTAAGACGTGTGTCGGCATCT
TAATGTTTAAGATTGTATCAATGACACTTGTAGGGCCTATGCTTATAGCATATGGTTACTACATTGATGGCATTGTT
ACAATAACTGTCTTAGCTTTAAGATTTTTCTACTTAGCATACTTTTGGTATGTTAATAGTAGGTCCGAATTTATTTTA
TACAATACAACGACACTCATGTTTGTACATGGCAGAGCTGCACCGTTTATAGAAGTTCTCACAGCTCTATTTATGT
CACATTGTATGGTGGCATAAATTATATGTTTGTGAATGACCTCACGTTGCAITTTGTAGACCCTATGCTTGTAAGAA
TAGCAATACGTGGCTTAGCTCATGCTGATCTAACTGTTTTTAGAGCAGTT@ACTTCTCAATGGTGATTTTATATAT
GTATTTTCACAGGAGCCCGTAGCCGGTGTTTACAATGCAGCCTCTTCTCAGCGGTTCTAAACGAAATTGACTTAAA
AGAAGAAGAAGAAGACCATAACTATGACGTTCCCTAGGGCATTTACTATCATAGA

60



Ergebnisse

b) FCoV 2

AACAAGTAAAGAGAGATTATAGTTCCATGCGAAA ATGATTGGTGGACTTTTTCTTAACACTCTTAGTTTTGTAATTG
TTAGTAACCATGTTATTGTTAATAACACAGCAAATGTGCATACTACACAAC ATGAGAATGTTATAGTACAACAGCA
TTAGGTTGTTAGTGCTAGAACACAAAATTATTACCCAGAGTTCAGCATCGCTGTACTCTTTGTATCATTTTTGGCTTT
GTACCGTAGTACAAACTTTAAGACGTGTGTCGGCATCTTAATGTTTAAGATTGTATCAATGACACTTGTAGGGCCTA
TGCTTATAGCATATGGTTACTACATTGATGGCATTGTTACAATAACTGTCTTAGCTTTAAGATTTTTCTACTTAGCAT
ACTTTTGGTATGTTAATAGTAGGTCCGAATTTATTTTATACAATACAACGA CACTCATGTTTGTACATGGCAGAGCT
GCACCGTTTATGAGAAGTTCTCACAGCTCTATTTATGTCACATTGTATGGGGCATAAATTATATGTTTGTGAATGA
CCTCACGTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTTGTAAGAATAGCAATACGTGETTAGCTCATGCTGATCTAACTGTTT
TTAGAGCAGTTGAACTTCTCAATGGTGATTTTATATATGTATTTTCACAGGAGCCCGTAGCCGGTGTTTACAATGCA
GCCTCTTCTCAGGCGGTTCTAAACGAAATTGACTTAAAAGAAGAAGAAGAAGACCATAACTATGACGTTCCCIAG
GGCATTTACTATCATAGA

Abb. 12 Sequenzierungsergebnisse der Test-PCR

Die Sequenzen wurden mit den Referenzstammen F81146 (acc. no.. NC_007025) und
Black (acc. no.: EU186072) sowie dem felinen exlégr Coronavirus FECV-6 (Institut far
Virologie, Justus-Liebig-Universitat Giel3en) vecgien (Abbildung 13):

EU186072  -----m--memmemeeee- TTAACACTCTAAG TTTTATAGTCACTAATCAACATGTG
FECV-6 AAA ATGATTGGCGGACTGTTTCTTAACACTCTAAGTTTTATAGTTACTAATGARGAT
FCoV 1 --- ATGATTGGTGGACTTTTTCTTAACACTCTTAGTTTTGTAATTGTTAGTASTTAT

NC_007025 AAA ATGATTGGTGGACTTTTTCTTAACACTCTTAGTTTTGTAATTGTTAGTASTTAT

*hkkkkkkkk k% *kkk kk k  kk Kk Kk kkkkk

EU186072 ATTGTTAATAACACA---------=--mm--- CC ACATGTCGATTCTATAGTACAACAA

FECV-6 ATTGTTAATAACACG-------------=---- CC ACATGTCAATGCTATAGTACAACAA

FCoV 1 ATTGTTAATAACACAGCAAATGTGCATACTACACA ACATGAAAATGTTATAGTACAACAG

NC_007025 ATTGTTAATAACACAGCAAATGTGCATACTACACACATGAAAATGTTATAGTACAACAG
*

Kkkkkkkokkokkkkk dkkkk  kk  kkkkkkkkkkkk

EU186072 CAACATGTTGTTAATGCTAGTATTAAAAGTTTTCA TTTAGAGTTCAGCACCGCTGTTCTC
FECV-6 CATCATGTTGTTAGTGCTAATATTAAAAGTACCCA TTTAGAGTTCAGCATCGCTGTTCTC
FCoV 1 CATTAGGTTGTTAGTGCTAGAACACAAAATTATTA CCCAGAGTTCAGCATCGCTGTACTC
NC_007025 CATTAGGTTGTTAGTGCTAGAACACAAAATTATTACCCAGAGTTCAGCATCGCTGTACTC

*%k Kk kkkkkkk kkkkk k*  kkk k * *kkkkkkkhkk hkkkkk kkk

EU186072 TTTGTTTTATTTTTAGCTTTGTACCGTAGTACAAA CTTTAAAGTATGTGTCGGCGTCTTA
FECV-6 TTTGTTTTATTTTTAGCTTTGTACCGTAGTACAAA CTTTAAAGTGTGTGTCGGTGTCTTA
FCoV 1 TTTGTATCATTTTTGGCTTTGTACCGTAGTACAAA CTTTAAGACGTGTGTCGGCATCTTA
NC_007025 TTTG--TCATTTTTGGCTTTGTACCGTAGTACAAA CTTTAAGACGTGTGTCGGCATCTTA

*kkk * *kkkkk kkkkkkkk Kkkkkk

EU186072 ATGTTTAAGATAGTTTCAATGACACTTATAGGACCTATGCTTATAGCATTTGGTTACTAT

FECV-6 ATGTTTAAGATAGTATCAATGACACTTATAGGACC TATGCTTATAGCGTTTGGTTACTAC

FCoV 1 ATGTTTAAGATTGTATCAATGACACTTGTAGGGCC TATGCTTATAGCATATGGTTACTAC

NC_007025 ATGTTTAAGATTGTATCAATGACACTTGTAGGGCCOATGCTTATAGCATATGGTTACTAC
*%

*kkk Kk *

EU186072 ATAGATGGAATTGTGACAACAACCGTCTTAGCTTTAAGATTCGTTTACTTAGCATACTTT
FECV-6 ATAGATGGCATTGTGACAATAACTGTCTTAGCTTT AAGATTCGTTTACTTGGCATACTTT
FCoV 1 ATTGATGGCATTGTTACAATAACTGTCTTAGCTTT AAGATTTTTCTACTTAGCATACTTT
NC_007025 ATTGATGGCATTGTTACAATAACTGTCTTAGCTTTAAGATTTCTCTACTTAGCATACTTT

K,k khkhk Khkhk khkkhkhk hhkkhkhkhkkx *hkkkk Kk khkkk kkkkkkkkk

EU186072 TGGTATGTTAATAGTAAATTTGAATTCATCTTATA CAATACAACGACACTAATGTTTGTA
FECV-6 TGGTATGTTAACAGTAGATTTGAATTCATCTTATA CAATACAACGACACTAATGTTTGTA
FCoV 1 TGGTATGTTAATAGTAGGTCCGAATTTATTTTATA CAATACAACGACACTCATGTTTGTA
NC_007025 TGGTATGTTAATAGTAGGTCCGAATTTATTTTATACAATACAACGACACTCATGTTTGTA

Kkkkkkdkkhk kkkk Kk kkkkk kk kkkkk
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EU186072 CATGACAGAGCTGCACCGTTTATGAGAAGTTCTCEGGCCCTATTTATGTCACATTATAT
FECV-6 CATGACAGAGCTGCACCGTTTATGAGAAGTTCTCACGGCTCTATTTATGTCACATTATAT
FCoV 1 CATGGCAGAGCTGCACCGTTTATGAGAAGTTCTCACAGCTCTATTTATGTCACATTGTAT
NC_007025 CATGGCAGAGCTGCACCGTTTATGAGAAGTTCTGRAGCTCTATTTATGTCACATTGTAT

*kkk * kk kkkkkkkkkkkkkkkk kkk

EU186072 GGAGGCATAAATTACATGTTCGTGAATGATCTTAGGTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTT

FECV-6 GGAGGCATAAATTATATGTTCGTGAATGATCTTAC GTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTT

FCoV 1 GGTGGCATAAATTATATGTTTGTGAATGACCTCAC GTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTT

NC_007025 GGTGGCATAAATTATATGTTTGTGAATGACCTCAGTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTT
*%

*kkkk *k k%

EU186072 GTAGGCATAGCTATACGTGGCCTAGTCCGTGCTGBCTAACAGTTGTTAGAGCAGTTGAA
FECV-6 GTAGGCATAGCTATACGTGGCCTAGTTCGTGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGCAGTTGAA
FCoV 1 GTAAGAATAGCAATACGTGGCTTAGCTCATGCTGA TCTAACTGTTTTTAGAGCAGTTGAA
NC_007025 GTAAGAATAGCAATACGTGGCTTAGCTCATGCTGPECTAACTGTTTTTAGAGCAGTTGAA

dkk Kk kkkkk kkkkkkkkk kkk  k kkkkkk Fokkkk kkk Kkkkkkkkkkkkkkk

EU186072 CTTCTCAATGGTGTTTTTATTTATATATTTTCACA GGAGGCCGTCGTAGGAGTTTACAAT
FECV-6 CTTCTCAATGGTGATTTTATATATATATTTTCACA GGAGGCCGTAGTAGGAGTTTACAAT
FCoV 1 CTTCTCAATGGTGATTTTATATATGTATTTTCACA GGAGCCCGTAGCCGGTGTTTACAAT
NC_007025 CTTCTCAATGGTGATTTTATATATGTATTTTCACA GGAGCCCGTAGCCGGTGTTTACAAT

*** **** **** * ** *kkkkkkkk

EU186072 GCAGCCTTTTCTCAGGCGGTTATAAACGAAATTGATTGAAAGAAGAAGAAGAG---CGT
FECV-6 GCAGCCTTTTCTCAGGCGGTTATAAACGAAATTGA TTTAAAAGAAGAAGAAGAA---CGT
FCoV 1 GCAGCCTCTTCTCAGGCGGTTCTAAACGAAATTGA CTTAAAAGAAGAAGAAGAAGACCAT
NC_007025 GCAGCCTCTTCTCAGGCGGTTCTAAACGAAATTGATTAAAAGAAGAAGAAGAAGACCAT

*k kkkkkkkkkkkkkk * *

EU186072 GTCTATGATGTTTCC TAG
FECV-6 GTCTATGATGTTTCC TAG
FCoV 1 AACTATGACGTTCCC TAG
NC_007025 AACTATGACGTTCCC TAG

*kkkkk kkk kkkkk

Abb. 13a Vergleich von FCoV 1 mit den Referenzsequehzen

EU186072 W ----mmmemememeeeeee TTAACACTCTAAG TTTTATAGTCACTAATCAACATGTG
FECV-6 AAA ATGATTGGCGGACTGTTTCTTAACACTCTAAGTTTTATAGTTACTAATGARGAT
FCoV 2 --- ATGATTGGTGGACTTTTTCTTAACACTCTTAGTTTTGTAATTGTTAGTAGTTAT

NC_007025 AAA ATGATTGGTGGACTTTTTCTTAACACTCTTAGTTTTGTAATTGTTAGTAGTTAT

*kkkkkkkkk kk *kkk kk k  kk k Kk kkkkk

EU186072 ATTGTTAATAACACA--------n=mmmmmnnm CC ACATGTCGATTCTATAGTACAACAA
FECV-6 ATTGTTAATAACACG----- --CC ACATGTCAATGCTATAGTACAACAA
FCoV 2 ATTGTTAATAACACAGCAAATGTGCATACTACACA ACATGAGAATGTTATAGTACAACAG
NC_007025 ATTGTTAATAACACAGCAAATGTGCATACTACACA(\CATGAAAATGTTATAGTACAACAG

************** ***** ** ************

EU186072 CAACATGTTGTTAATGCTAGTATTAAAAGTTTTCA TTTAGAGTTCAGCACCGCTGTTCTC
FECV-6 CATCATGTTGTTAGTGCTAATATTAAAAGTACCCA TTTAGAGTTCAGCATCGCTGTTCTC
FCoV 2 CATTAGGTTGTTAGTGCTAGAACACAAAATTATTA CCCAGAGTTCAGCATCGCTGTACTC
NC_007025 CATTAGGTTGTTAGTGCTAGAACACAAAATTATTACCCAGAGTTCAGCATCGCTGTACTC

** * ******* *kkkk K *** * * *hkkkkkkkhkk hkkkkk kkk

EU186072 TTTGTTTTATTTTTAGCTTTGTACCGTAGTACAAA CTTTAAAGTATGTGTCGGCGTCTTA
FECV-6 TTTGTTTTATTTTTAGCTTTGTACCGTAGTACAAA CTTTAAAGTGTGTGTCGGTGTCTTA
FCoV 2 TTTGTATCATTTTTGGCTTTGTACCGTAGTACAAA CTTTAAGACGTGTGTCGGCATCTTA
NC_007025 TTTG--TCATTTTTGGCTTTGTACCGTAGTACAAA CTTTAAGACGTGTGTCGGCATCTTA

*kkk * *kkkkk kkkkkkkk Kkkkkk

EU186072 ATGTTTAAGATAGTTTCAATGACACTTATAGGACCTATGCTTATAGCATTTGGTTACTAT
FECV-6 ATGTTTAAGATAGTATCAATGACACTTATAGGACC TATGCTTATAGCGTTTGGTTACTAC
FCoV 2 ATGTTTAAGATTGTATCAATGACACTTGTAGGGCC TATGCTTATAGCATATGGTTACTAC
NC_007025 ATGTTTAAGATTGTATCAATGACACTTGTAGGGCCF ATGCTTATAGCATATGGTTACTAC

**** **%
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EU186072 ATAGATGGAATTGTGACAACAACCGTCTTAGCTTTAAGATTCGTTTACTTAGCATACTTT
FECV-6 ATAGATGGCATTGTGACAATAACTGTCTTAGCTTT AAGATTCGTTTACTTGGCATACTTT
FCoV 2 ATTGATGGCATTGTTACAATAACTGTCTTAGCTTT AAGATTTTTCTACTTAGCATACTTT
NC_007025 ATTGATGGCATTGTTACAATAACTGTCTTAGCTTTAAGATTTCTCTACTTAGCATACTTT

*k kkkkk kkkkk kkkk kkk kkkkkkkkkkk *kkkkk Kk kkkkk kkkkkkkkk

EU186072 TGGTATGTTAATAGTAAATTTGAATTCATCTTATA CAATACAACGACACTAATGTTTGTA
FECV-6 TGGTATGTTAACAGTAGATTTGAATTCATCTTATA CAATACAACGACACTAATGTTTGTA
FCoV 2 TGGTATGTTAATAGTAGGTCCGAATTTATTTTATA CAATACAACGACACTCATGTTTGTA
NC_007025 TGGTATGTTAATAGTAGGTCCGAATTTATTTTATACAATACAACGACACTCATGTTTGTA

*********** **** * ***** ** *kkkk

EU186072 CATGACAGAGCTGCACCGTTTATGAGAAGTTCTCEGGCCCTATTTATGTCACATTATAT
FECV-6 CATGACAGAGCTGCACCGTTTATGAGAAGTTCTCACGGCTCTATTTATGTCACATTATAT
FCoV 2 CATGGCAGAGCTGCACCGTTTATGAGAAGTTCTCACAGCTCTATTTATGTCACATTGTAT
NC_007025 CATGGCAGAGCTGCACCGTTTATGAGAAGTTCTCGRAGCTCTATTTATGTCACATTGTAT

*kkk * kk kkokkkkkkkkkkkkkk kkk

EU186072 GGAGGCATAAATTACATGTTCGTGAATGATCTTAGGTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTT

FECV-6 GGAGGCATAAATTATATGTTCGTGAATGATCTTAC GTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTT

FCoV 2 GGTGGCATAAATTATATGTTTGTGAATGACCTCAC GTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTT

NC_007025 GGTGGCATAAATTATATGTTTGTGAATGACCTCAGTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTT
*%

*kkkk *k k%

EU186072 GTAGGCATAGCTATACGTGGCCTAGTCCGTGCTGBCTAACAGTTGTTAGAGCAGTTGAA
FECV-6 GTAGGCATAGCTATACGTGGCCTAGTTCGTGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGCAGTTGAA
FCoV 2 GTAAGAATAGCAATACGTGGCTTAGCTCATGCTGA TCTAACTGTTTTTAGAGCAGTTGAA
NC_007025 GTAAGAATAGCAATACGTGGCTTAGCTCATGCTGRCTAACTGTTTTTAGAGCAGTTGAA

dkk Kk kkkkk kkkkkkkkk kkk  k kkkkkk Fokkkk kkk Kkkkkkkkkkkkkk

EU186072 CTTCTCAATGGTGTTTTTATTTATATATTTTCACA GGAGGCCGTCGTAGGAGTTTACAAT
FECV-6 CTTCTCAATGGTGATTTTATATATATATTTTCACA GGAGGCCGTAGTAGGAGTTTACAAT
FCoV 2 CTTCTCAATGGTGATTTTATATATGTATTTTCACA GGAGCCCGTAGCCGGTGTTTACAAT
NC_007025 CTTCTCAATGGTGATTTTATATATGTATTTTCACA GGAGCCCGTAGCCGGTGTTTACAAT

*** **** **** * ** *kkkkkkkk

EU186072 GCAGCCTTTTCTCAGGCGGTTATAAACGAAATTGATTGAAAGAAGAAGAAGAG---CGT
FECV-6 GCAGCCTTTTCTCAGGCGGTTATAAACGAAATTGA TTTAAAAGAAGAAGAAGAA---CGT
FCoV 2 GCAGCCTCTTCTCAGGCGGTTCTAAACGAAATTGA CTTAAAAGAAGAAGAAGAAGACCAT
NC_007025 GCAGCCTCTTCTCAGGCGGTTCTAAACGAAATTGATTAAAAGAAGAAGAAGAAGACCAT

*k kkkkkkkkkkkkkk * *

EU186072 GTCTATGATGTTTCC TAG
FECV-6 GTCTATGATGTTTCC TAG
FCoV 2 AACTATGACGTTCCC TAG
NC_007025 AACTATGACGTTCCC TAG

Abb. 13b Vergleich von FCoV 2 mit den Referenzsequehzen

Yidentische Basen sind mit" Unterschiede mit." gekennzeichnet.

Der Sequenzvergleich zeigt, dass mit den gewéaltenern spezifisch der Genomabschnitt
ORF 3c amplifiziert wurde. Die Basenabfolge derdeai Testviren FCoV 1 und FCoV 2
stimmte fast vollstdndig mit der Sequenz des Tygtdmmes FIPV 79-1146 (NC_007025)
Uberein. Die dartber hinaus in der Untersuchungveredeten Primer fir die semi-nested
PCR sowie zum Nachweis von ORF 7b und GAPDH wurdeekt bei den isolierten

Katzengeweben eingesetzt.
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4.2.1 Kombination verschiedener Primer

Der gleichzeitige Einsatz der beiden Forward Prifi&1l.1F und FIP2.1F funktionierte bei

den Testviren FCoV 1 und FCoV 2 (Abbildung 11). beb wurden auch bei den zu

untersuchenden Katzengeweben die Primer FIP1.1P2.HF und FIP2.1R in einem

Reaktionsansatz verwendet. Bei der KombinationRiener fir die semi-nested PCR stellte
sich heraus, dass der Primer FIP2.1F mit den Rewersnern FIPn_T1R beziehungsweise
FIPn_T2R nicht zu den erwarteten Banden fuhrtetrgB®n entweder mehrere schwache
Banden unterschiedlicher GroRe auf oder es waresrhébpt keine Banden zu sehen
(Abbildung 14, Spur 11-18). Da in diesem Fall davewszugehen ist, dass die Primer
miteinander reagierten und die PCR nicht ordnungsdfe ablaufen konnte, wurde in der
semi-nested PCR als Forward Primer ausschlie3lied.EF eingesetzt (Abbildung 14, Spur
3-10). Das war moglich, da FIP1.1F mit geringerdfiniat auch an Typ II-Stdmme band,

was lediglich zu schwacheren Banden fihrte (Abloitdd5). Eine Kombination der beiden

Forward Primer FIPn_T1F und FIPn_T2F mit FIP2.1Rrtfi@ zu den gewinschten Banden,

weshalb ein Dreieransatz dieser Primer mdglich war.

123456 7 8 9101112135%46171

Spur 1 = GréRenmarker
(O’Gene Ruler, Fermentas)

Spur 2 = leer
Spur 3, 4,5 =PCR mit FIP1.1F und

FIPn_TIR
Spur 6 = Negativkontrolle

1000

700 .

Spur 7, 8,9 = PCR mit FIP1.1F und
FIPn_TZR

Spur 10 = Negativkontrolle

500

400

200
150

Spur 11, 12, 13 = PCR mit FIP2.1F
und FIPn_TiR
Spur 14 = Negativkontrolle

Spur 15, 16, 17 = PCR mit FIP2.1F
und FIPn_T2R

Farbstoff: Ethidiumbromid Spur 18 = Negativkontrolle

!Als Test-DNA wurde in den 4 PCR-Ansétzen jeweild\éDder Katze S-646/08 eingesetzt.

ADbb. 14 Test unterschiedlicher Primerkombinationen in @enisnested PCR
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1 2 3456789101112 1318116 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Spur 1 = GréRenmarker
(O’Gene Ruler, Fermentas)

Spur 14 = Negativkontrolle

1000 Spur 15 = Positivkontrolle (FCoV 1,

Typ lI-Stamm, Institut fur
Virologie, Justus-Liebig-
Universitat GieBen) mit

Primern FIP1.1F und FIP2.1R

700
500
400

200
150

Spur 27 = Positivkontrolle (FCoV 1,
Typ lI-Stamm, Institut fir
Virologie, Justus-Liebig-
Universitat Gief3en) mit
Primern FIP1.1F, FIP2.1F
und FIP2.1R

50

Farbstoff: Ethidiumbromid

ADbb. 15 Nachweis von ORF 3c in der ersten PCR mit unkéestichen Primerkombinationen

4.3 Untersuchung der Katzengewebe auf feline Coromaen

Die zur Isolierung der RNA verwendeten Katzen wam@esamt spontan an feliner
infektioser Peritonitis erkrankt und stammten anterschiedlichen Haltungsformen (Tabelle
11, Kapitel 9.1). Keine der Katzen kam aus eingreexnentellen Haltung oder aus einem
Infektionsversuch. Deshalb existieren zur Dauer zunah klinischen Verlauf der Erkrankung
in vielen Fallen nur sehr ungenaue Angaben. Auch dedeszeitpunkt und die

Lagerungsbedingungen der Tierkorper bis zur Sekti@amen vorberichtlich nicht immer

eindeutig nachvollziehbar.

4.3.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung der €&amt-RNA

Die photometrische Messung der Proben nach denmegsaler RNA-Isolierung lieferte einen
Anhaltspunkt Uber die Gesamt-RNA-Ausbeute. AuRerdemder Wert ausschlaggebend flr
die einzusetzende Menge an geloster RNA in derhdie8end durchgefihrten reversen
Transkription. Eine Ubersicht (ber die erhaltenenNARKonzentrationen unter
Bertucksichtigung der unterschiedlichen Lagerungsmeibis zur Sektion sowie der

verschiedenen Gewebehomogenisierungsmethodenaletl€ 12 im Anhang.
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4.3.2 Polymerase-Kettenreaktion
Nach Uberprifung der Primerspezifitat und Austesten optimalen Reaktionsbedingungen
kam das PCR-System zur Untersuchung der hergesteliDNA-Proben aus den

gesammelten Katzengeweben zum Einsatz.

4.3.2.1 Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Ge

Von jeder Katze wurden aus den elf verwendeten i@ngamindestens drei willkirlich
ausgewahlt und mit der entsprechenden cDNA einel#ikgtion eines Abschnitts aus dem
GAPDH-Gen durchgefuhrt. Dafir wurde anfangs dasn@mpaar GAPDH_cat.86F und
GAPDH_cat.586R eingesetzt, dessen Produkt eineuged@ bp lange Sequenz darstellt. Da
jedoch die Amplifikate der ersten PCR zum Nachw&s ORF 3c sowie von ORF 7b in
einer GroRenordnung zwischen 800 und 900 bp lagam bei 18 der 28 Katzen das
Primerpaar GAPDH_cat.155F und GAPDH_cat.995R zunsdiz. Dieses amplifiziert eine
840 bp lange Sequenz aus dem GAPDH-Gen der Katde lisgt damit in derselben
GrolRenordnung wie die 3c- und 7b-Fragmente. SichtliBanden in der entsprechenden
Grol3e gaben den Hinweis, dass grundsatzlich sostvelRNA-Isolierung als auch die reverse
Transkription funktioniert haben und RNA in einerdrige von mindestens 500
beziehungsweise 840 Basen im Gewebe vorhandemlwaiidung 16 zeigt exemplarisch den

GAPDH-Nachweis in den Gewebeproben von zwei Tieren.

Spur 1 = GréRenmarker

1 234567 891011121314 (O’'Gene Ruler, Fermentas)
Spur 2 = leer

Spur 3 = Bauchwand

Spur 4 = Netz

Spur 5 = Leber

Spur 6 = Darm

Spur 7 = Zwerchfell

Spur 8 = Darmlymphknoten

Spur 9 = Milz

1000

o -] Spur 10 = Pankreas
o - Spur 11 = Niere
500 - - Wewew ., - Spur 12 = Lunge

400 Spur 13 = Gehirn

200

150 Spur 14 = Negativkontrolle

50

Farhstoff: Fthidiimhromi

Abb. 16aNachweis von GAPDH in allen elf Geweben der K&8z846/08 (Primerpaar GAPDH_cat.86F und
GAPDH_cat.586R)
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Spur 1 = GréRenmarker
(pUC Mix Marker 8, Fermentas

123456 7 8 91011121314697181

Spur 2 = leer

Spur 3-12 = ORF 3c-Nachweis (1. PCR)
in S-1129/09-1 bis -11

Spur 13 = Negativkontrolle

Spur 14 = Positivkontrolle

Spur 15 = leer

1118
692

500 Spur 16 = GAPDH-Nachweis in

$-1129/09-2 (Netz)

331

Spur 17 = GAPDH-Nachweis in
S-1129/09-5 (Zwerchfell)

242
190

Spur 18 = schwacher GAPDH-Nachweis|
in S-1129/09-8 (Pankreas)

Farbstoff: Ethidiumbromid

Spur 19 = GAPDH-Negativkontrolle

Abb. 16b Nachweis von GAPDH in Netz, Zwerchfell und PankréesKatze S-1129/09
(Primerpaar GAPDH_cat.155F GAPDH_cat.995R)

4.3.2.2 Nichtstrukturproteingen ORF 3c

Der Vergleich der Referenzsequenzen zeigte, dassrhalb des Nichtstrukturproteingens
ORF 3c eine gewisse Variabilitat in der Basenalgfolxistiert (siehe Kapitel 4.1). Der
Vergleich der beiden FIP-Viren 79-1146 und Black dem felinen enteralen Coronavirus
FECV-6 ergab kein erkennbares Muster, welches sideere Unterscheidung der beiden
Biotypen in diesem Genombereich zuliel3e.

Die aus den Geweben spontan an FIP erkrankter Kaiz@ierten FIP-Viren sollten
Aufschluss dariber geben, wie die Verhaltnissenagiirlichen Infektionen einer breiteren
Katzenpopulation aussehen.

4.3.2.2.1 Erste PCR

Beim Einsatz der Primer FIP1.1F, FIP2.1F und FIR2xalar ein annd&hernd 900 bp langes
Amplifikat zu erwarten. Bei 10 von 28 Katzen zemggch in der Gelelektrophorese lediglich
schwache Banden bei einzelnen Organen. Nur bei Kaize (S-743/08) fuhrte die erste PCR
zu ausreichenden Mengen an Amplifikat fur den grichen Nachweis von ORF 3c. Bei
den restlichen 17 Katzen traten auf dem Agarosegjak Banden auf. Im Folgenden sind fir
die genannten drei Moglichkeiten Beispiele aus datersuchten Fallen aufgefuhrt. Eine

vollstandige Zusammenstellung der Ergebnisse zumhweis von ORF 3c aller Katzen
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findet sich im Anhang in Tabelle 12. Das angewarnidenperatur-Zeit-Protokoll entspricht
dem unter 4.2 aufgefihrten. Allerdings wurde di&lZgzahl von 35 auf 40 erhdht, um die
Amplifikationsrate zu steigern.

Spur 1 = GréRenmarker
Spur 2 = leer
Spur 3 = Bauchwand
Spur 4 = Netz
Spur 5 = Leber
Spur 6 = Darm
Spur 7 = Zwerchfell
Spur 8 = Darmlymphknoten
Spur 9 = Milz
Spur 10 = Pankreas
Spur 11 = Niere
Spur 12 = Lunge
Spur 13 = Gehirn

1000
700

500
400
Spur 14 = Negativkontrolle
200 Spur 15 = Positivkontrolle

150
Spur 16 = leer

Spur 17 = GréRBenmarker
Farbstoff: Ethidiumbromid (O’Gene Ruler, Fermentz

Abb. 17aNachweis von ORF 3c in der ersten PCR, Katze 30843

Erlauterungen:

Auftreten von Banden be¢ In der PCR eingesetzie

circa 900 bp Positivkontrolle

Bauchwand cDNA von FCoV 1 (Institut
Netz fur Virologie, Justus-Liebigt
Leber Universitat Giel3en)

Darm

Zwerchfell

Darmlymphknoten
Milz (schwach
Pankreas

Niere keine Bandg
Lunge &chwach
Gehirn keine Bandp

Positivkontrolle
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123456 7 8 910111213546 171819 Spurl=Grolenmark
(pUC Mix Marker 8,

Fermentas
Spur 2 = leer
Spur 3 = Bauchwar
Spur 4 = Netz
Spur 5 = Leber
Spur 6 = Darm
Spur 7 = Zwerchfell
Spur 8 = Darmlymphknott
Spur 9 = Milz
Spur 10 = Pankreas
Spur 11 = Niere
Spur 12 = Lunge
Spur 13 = Gehirn
Spur 14 = Negativkontrol
Spur 15 = Positivkontrol
Spur 16 = leer
Spur 1719 = GAPDF-Nachweis in
Netz, Zwerchfell unc
Leber
Spur 20 = Negativkontrolle GAPL

1118

692

500

331

242
190

Farbstoff: Ethidiumbromid

Abb. 17b Vereinzelte schwache Banden in der ersten, Katze S-219/09

Erlauterungen:

Auftreten von Banden b|In der PCR eingesetz| GAPDH-Kontrolle

circa 900 bp Positivkontrolle

BauchwandKeine Bandg cDNA von FIPV UCD 1| GAPDH-Nachweis in Net.
Netz (Institut fur Virologie, Justust (Spur 17), Zwerchfell (Spt
Leber keine Bande Liebig-Universitat Giel3en) 18) und Leber (Spur 1
Darm schwach

Zwerchfell keine Bandg Eingesetzte Prime
Darmlymphknotengchwach GAPDH_cat.155F un

Milz (schwach GAPDH_cat.995I

Pankreaskeine Bande
Niere keine Bandp
Lunge &chwach
Gehirn keine Bandg

Pasitivkontrolle schwach
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1234561738

1118

692

500

331

190
147

Farbstoff: Ethidiumbromid

9 10 11 12 2351617 1819

Spur 1 = GréRenmarker
(pUC Mix Marker 8, Fermentas

Spur 2 = leer

Spur 3 = Bauchwand

Spur 4 = Netz

Spur 5 = Leber

Spur 6 = Darm

Spur 7 = Zwerchfell

Spur 8 = Darmlymphknoten

Spur 9 = Milz

Spur 10 = Pankreas

Spur 11 = Niere

Spur 12 = Lunge

Spur 13 = Gehirn

Spur 14 = Negativkontrolle

Spur 15 = Positivkontrolle

Spur 16 = Negativkontrolle GAPDH

Spur 17-19 = GAPDH-Nachweis in
Netz,
Darmlymphknoten und
Gehirn

Abb. 17c¢ Kein Nachweis von ORF 3c in der ersten PCR, KStA8/10

Erlauterungen:

Auftreten von Banden be
circa 900 bp

PCR
Positivkontrolle

In der

eingesetz|

GAPDH-Kontrolle

Mit Ausnahme der
Positivkontrolle zeigte sich in
keinem der untersuchten
Gewebe eine Bande

cDNA von FIPV UCD 1
(Institut far Virologie, Justusr (Spur 17),

Liebig-Universitat Giel3en)

GAPDH-Nachweis in  Netz
Darmlymphknote
(Spur 18) und Gehirn (Spur 19

Eingesetzte Primer:
GAPDH_cat.155F und
GAPDH_cat.995R

=)

N—r
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4.3.2.2.2 Semi-nesteBCR (zweite und dritte PCR

Bei der semi-nesteBCR wurden zwei Uberlappende Fragmente amplifiziet jeweils eine
Lange von circa 50@p aufwiesen. Die erhaltenen Resultate wurden rRE Gc-A- und
ORF 3c -E-bezeichnet. Dabei steht ,A* fur den Angs- ,E* fur den Endteil de:
Nichtstrukturproteingens ORF . Die Primerkombinationen, welchsie beiden Abschnitt
amplifizierten, waren FIP1.1F und FIPn_T fir ORF 3c -A- sowie FIPn_T1F, FIPn_T2
und FIP2.1R im Dreieransatz fur ORF-E-. Der Reverse Primé&lPn_T2R fur ORF 3c -
A- wurde nicht meheingesetzt, da er sich von FIPILR nur in einer Base untersche und
am 3'Ende vollstandig mit diesem identisdst. Beide Reverse Primi besitzen daher
anndhernd gleiche Bindungsaffinitat sowohl fiyp I- als auch furTyp 1lI-Stamme (siehe
auch Abb.14 Spur 3-10).

Im Gegensatz zur ersten PCR zeigten sich naclsemi-nestedPCR in der Regel deutlict
Banden —auch in Geweben, bei denen nach einmaliger PCRe kemplifikation sichtba
war. Bei 7/28 Katzenvaren allerdings auch nach csemi-nestedPCR in keinem Gewek
Banden zu seheim Folgenden sind exemplarisch Beispiele seminestel PCR-Ergebnisse
dargestelltDie Ergebnisse der restlichen Kat finden sichin Anhang unte Tabelle 12.
Amplifikate aus einzelnen Geweben wiesen neben der tbange bei 500 bp eine oc
mehrere schwache Nebenbanden auf. Da in der aglBehlilen Sequenzierung solcher -
Produkte nur die Sequenz der Hauptbarerfasst werden konnte, wurden die Nebenbal

nicht gesondert beriicksichti

123456 78 91011121311516171819 202122 232425262728 23

Spur #31 = GréRenmarker
(pUC Mix Marker
8, Fermentas)
Spur 2 = lee
A Spur 3417 = Bauchwand
i Spur 4+1i = Netz
500 .“.m. & SRS eRbbsces = Sgur5+1!= Leber
. Spur 6+2(= Darm
Spur 7+2. = Zwerchfell
Spur 8+2: = Darmlymphknoten
Spur 9+2: = Milz
Spur 10+2 = Pankreas
Spur 11+2 = Niere
Spur 12+2 = Lunge
Spur 13+2 = Gehirn
Farbstoff: Midori Green Spur 14+2 = Negativkontrolle
Spurl5+2¢ = Positivkontrolle
Spur 30 = lee

1118

242

111

Abb. 18a Nachweis von ORF 3&- und -E- bei der Katze S-1349/10
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Erlauterungen:

Auftreten von Banden bei circa 500 bp

In der

semi-nested PCR

ORF 3c -A- ORF 3c -E- eingesetzte Positivkontrolle
(Spur 3-15) (Spur 17-29)
Deutlicher Nachweis in Deutlicher Nachweis in 1:100 verdinntes PCR-

allen elf Geweben

allen elf Geweben

Produkt von S-1448/10-2

123 456 7 8 9101112 1354617 18 1920212223242526 27 2

1118

500
404

190

111

Farbstoff: Ethidiumbromid

Spur 1+29 = GréBenmarker
(pUC Mix Marker 8,
Fermentas)

Spur 2+16 = Bauchwand

Spur 3+17 = Netz

Spur 4+18 = Leber

Spur 5+19 = Darm

Spur 6+20 = Zwerchfell

Spur 7+21 = Darmlymphknoten
Spur 8+22 = Milz

Spur 9+23 = Pankreas

Spur 10+24 = Niere

Spur 11+25 = Lunge

Spur 12+26 = Gehirn

Spur 13+27 = Negativkontrolle
Spur 14+28 = Positivkontrolle
Spur 15 = leer

Abb. 18b Nachweis von ORF 3c -A- und -E- bei der Katze Sa109

Erlauterungen:

Auftreten von Banden bei circa 500 bp

In der semi-nested PC

R

ORF 3c -A- ORF 3c -E- eingesetzte Positivkontrolle
(Spur 2-14) (Spur 16-28)
Bauchwand Bauchwandgchwach 1:100 verdunntes PCH
Netz Netz Produkt von FIPV UCD1
Leber Leber

Darm [eine Bandp
Zwerchfell
Darmlymphknoten
Milz

Pankreaskeine Bande
Niere

Lunge

Gehirn keine Bandp

Darm [eine Bandp
Zwerchfell
Darmlymphknoten
Milz

Pankreaskeine Bande
Niere

Lunge

Gehirn keine Bandp

(Institut fur Virologie, Justus

Liebig-Universitat Giel3en)

R-
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1000

600
500

200
150

Farbstoff: Ethidiumbromid

12345 6 78 910111213146397181920 2122 23 24

Spur 1 = GréRenmarker
2228t (O’'Gene Ruler, Fermentag)
Spur 2 = leer

Spur 3+16 = Bauchwand

Spur 4+17 = Netz

Spur 5+18 = Leber

Spur 6+19 = Darm

Spur 7+20 = Zwerchfell

Spur 8+21 = Darmlymphknoten
Spur 9+22 = Milz

Spur 10+23 = Pankreas

Spur 11+24 = Niere

Spur 12+25 = Lunge

Spur 13+26 = Gehirn

Spur 14+27 = Negativkontrolle
Spur 15+28 = Positivkontrolle

Abb. 18c Nachweis von ORF 3c -A- und -E- bei der Katze387/08

Erlauterungen:

Auftreten von Banden bei circa 500 bp

In der semi-nested PCR

ORF 3c -A- ORF 3c -E- eingesetzte Positivkontrolle
(Spur 3-15) (Spur 16-28)
Mit Ausnahme der Mit Ausnahme der1:100 verdinntes PCR-

Positivkontrolle zeigte sic
auch nach der zweiten PG
in keinem untersuchte
Gewebe eine Bande

hPositivkontrolle zeigte sic
Rwch nach der zweiten PC
nn  keinem  untersuchte
Gewebe eine Bande

NProdukt von FEIPV UCD1

R
n(Institut fur Virologie, Justus

Liebig-Universitat Giel3en)
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4.3.2.3 Nichtstrukturproteingen ORF 7b
Auch in der Sequenz von ORF 7b konnte eine gewssebilitédt zwischen verschiedenen
FCoV innerhalb des Gens festgestellt werden (shddt@ldung 9, Kapitel 3.9). Im Vergleich
zu ORF 3c fand sich jedoch eine hohere Ubereinstingsrate. Als Ausgangsmaterial fir die
PCR wurde die wie unter 3.6 hergestellte cDNA verhet.
Die zur Amplifikation von ORF 7b verwendeten PrinkdP7bF und FIP7bR wurden unter
folgenden Reaktionsbedingungen eingesetzt:

1. Einmaliges Erhitzen der Proben auf 95 °C fir 2 min
Denaturierungstemperatur von 94 °C fir 30 sec
Temperatur zur Primerhybridisierung von 55 °C fQrsgc
Elongationstemperatur von 72 °C fur 1 min
Endverlangerung bei einer Temperatur von 72 °Q@imin
Dauerhaftes Kihlen der Proben bei 4 °C

o 0k w0 N

Die Punkte 2. bis 4. wurden in 35 Zyklen wiederholt

Die Lange der amplifizierten Sequenz lag in eingdlf@nordnung von 900 bp. Im Gegensatz
zur ersten PCR zum Nachweis von ORF 3c zeigtenhserhin den Geweben meist deutliche
Banden auf dem Agarosegel. Dartber hinaus konnté/Be&latzen, bei denen auch nach der
semi-nested PCR zum Nachweis von ORF 3c keine Bandératen, ORF 7b erfolgreich

amplifiziert werden. Bei 2/28 Katzen (S-181/09 8vd 3/10) war kein Nachweis von ORF 7b
mit den beiden Primern FIP7bF und FIP7bR mdglicbbiklung 19 zeigt Beispiele der

erhaltenen Resultate. Eine Zusammenstellung dezbiaigse aller Katzen enthalt Tabelle 12

im Anhang.
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ol B |

1118
692
500
404
190

111

1 ¥

Spur 1 = GréRenmark
(pUC Mix Marker 8,
Fermentas)

Spur 2 = lee

Spur 313 = S-1129/09-1bis
-11;

Spur 1£= Negativkontrolle
Spur 1€= Positivkontrolle

Spur 17 = lee
Spur 1€28 = S-1190/09-1bis
-1%
Farbstoff: Midori Green
Abb. 19a Nachweis von ORF 7tKatzen $1129/09 und S-1190/09
Erlauterungen:
Auftreten von Banden bi| Auftreten von Banden bgIn der PCR eingesetz
circa 900 bp - S-1129/09 | circa 900 bp - S-1190/09 - | Positivkontroll¢
Bauchwandgchwach Bauchwand 1:100  verdiunntes PC-
Netz Gchwach Netz Produkt von -186/10-4
Leber Leber
Darm chwach Darm
Zwerchfell Zwerchfell
Darmlymphknoten Darmlymphknoten
Milz Milz
Pankreaskeine Bandge Pankreas

Niere
Lunge
Gehirn gchwach

Positivkontrolle

Niere Gehr schwach
Lunge 6ehr schwach
Gehirn keine Bandp

Positivkontrolle

Amplifikation von ORF 3

1. PCR: vereinzelte
schwache Banden
2. PCR: deutliche Banden

1. PCR: keine Banden

2. PCR: deutliche Banden
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1118

500
404

147

Farbstoff: Midori Green

123456 78 91011113141516171819202122232425262

Spur 1 = GréRenmark
(pUC Mix Marker 8,
Fermentas)

Spur 2 = lee

Spur 313 = S-1300/09-1bis
-11;

Spur 15= Negativkontroll
Spur 16= Paositivkontrolle

Spur 17 =lee

Spur 1828 = £-13/010-% bis
1%

Abb. 19b Nachweis von ORF 7tKatzen “~1300/09 und S-13/10

Erlauterungen:

Auftreten von Banden b
circa 900 bp - S-1300/09

Auftreten von Banden bé
circa 900 bp - S-13/10 -

In der PCR eingesetz

Positivkontrolle

Bauchwand

Netz

Leber

Darm

Zwerchfell
Darmlymphknoten
Milz

Pankreas

Niere Gchwach
Lunge

Gehirn keine Bandp

Positivkontrolle

In keinem der untersuchte
Gewebe zeigte sich ein
Bande

Positivkontrolle

3rl:100  verdinntes
n&rodukt von -186/10-4

PC-

Amplifikation von ORF 3

1. PCR: vereinzelte
schwache Banden
2. PCR: deutliche Banden

1. PCR: keine Banden

2. PCR: in einzelnen
Geweben deutliche
Banden
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1118
881

404

190

1 2 3 4567 910111213141516 17192021 222324252627 2829

Spur #3C = GréRenmarker
pUC Mix Marker 8
Fermenta)

Spur 2 = lee

Spur 3-1:= S-744/08-1 bis
-11,

Spur 14 = lee

Spur 1525 =S-872/08-1bis
1%

Spur 26 = lee

Spur 27 = Negativkontrol
Spur 28 = Positivkontrol

Farbstoff:Midori Greer Spur 29 = lee
Abb. 19c¢ Nachweis von ORF 7tKatzen +744/08 und S-872/08
Erlauterungen:
Auftreten von Banden bi| Auftreten von Banden b¢In der PCR eingesetz
circa 900 bp - S-744/08 - | circa 900 bp - S-872/08 - | Positivkontroll¢
BauchwandKeine Bandg | Bauchwand 1:100 verdinntes PC
Netz Netz Produkt von -186/10-4
Leber Leber
Darm Darm
Zwerchfell Zwerchfell
Darmlymphknoten Darmlymphknoten
Milz Milz
Pankreas Pankreas
Niere Gehr schwach Niere Gchwach
Lunge 6éehr schwach Lunge

Gehirn gchwach

Positivkontrolle

Gehirn gehr schwach

Positivkontrolle

Amplifikation von ORF 3

1. PCR: keine Banden
2. PCR: keine Banden

1. PCR: keine Banden

2. PCR: keine Banden
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4.4 Kotproben

Die aus dem Kot der insgesamt 6 Katzen isolierté&ARMNrde entsprechend der RNA aus «
Gewebeproben in cDNA umgeschrieben und anschlieBered Amplifikation von ORF 3
und ORF 7b durchgefiihrt. Coronavirusspezifischeu8egen konnten jedoch nur im Kotr
Katze mit FIP (S-1349/10pit Sicherheiffestgestellt werderkin Nachweis des -Gens war
in keiner der 6 Katzen moglic Die Abbildung 20zeigt das Ergebnis dsemi-nested PCR
zur Amplifikation von ORF 3 Dabei sind die einzelnen Katzen mit Kot 1 Kot 6
durchnummeriertDer Vergleich der Sequenzierungsergebnisse aus ligswend Kot de
Katze S-1349/10 ist unter 41@. dargestellt.

1 2 3456 7 89 10111213 146371819 20212223 242526272829303 -
Spur 1 = GréRBenmark

(pUC Mix Marker 8,
Fermentas)
Spur 2 = lee
Spur3/4+18/1¢= Kot 1
Spur 5/6+20/2 = Kot 2
Spur 7/8+22/2 = Kot 3
Spur 9/10+24/2 = Kot 4
Spur 11/12+26/z = Kot 5
Spurl3/14+28/2' = Kot 6
Spur 15+3 = Negativkontrolle
Spur 16+3 = Positivkontrolle
Spur 32 = lee

1118
881

404

190

Farbstoff: Midori Green

Abb. 20 Seminested PCR zum Nachweis von ORF 3c im Kot von &é&

Erlauterungen:

In Spur 3 bis 16 ist ORF 3&- aufgetragen, in Spur 18 bis 31 ORF 3c -E-

Von jeder Kotprobe wurde ein doppelter F-Ansatz hergestellt, wobei jewe
unterschiedliche Mengean RNA in der reversen Transkription eingesetztdear Als erste
aufgetragen ist jeweils das Ergebder aus der geringeren RN¥Aenge durchgefuhrten F-
PCR.Nur in einer Probe (Kot - im Ansatz mit der hoheren RNKenge and sich sowohl
bei ORF 3c -A-als auch bei ORF 3-E- je eine deutliche Bande bei etwa 500 bp. Bei
anderen Proben war@amtweder keine Banden zu sehen oder esienenmehrere Banden
mit kiirzeren Fragmenten einer SpurORF 3c -A- bemit Kot 6 benannir Katze).

ORF 3c -E- warbei diesem Tier allerdings nicht nachweisbar. Bio#standige ORF I-

Sequenz konnte daher nicht erhalten werden. Daseficlg der Kotproben hatte aber «
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Hintergrund, Coronavirussequenzen aus dem Darmt rdohFIP erkrankter Katzen zu
isolieren, um das komplette 3c-Gen zu untersuchardie Amplifikate aus Kot 6 daflr nicht
geeignet waren, erfolgten keine weiteren Untersanglan mit dieser Probe.

Als Positivkontrolle fungierte die 1:100fache Vendiiing des PCR-Produkts S-1448/10-1.

4.5 Zusammenhang zwischen immunhistologischem Signal aidhweis von
ORF 3c/7b und FIP-Form

Die untersuchten Katzen zeigten in unterschiedlich@eweben immunhistologisch
detektierbares Coronavirusantigen (Tabelle 13). Dmenunhistologische Untersuchung
erfolgte pro FIP-Katze nur bei Geweben, in denestopathologisch FIP-typische
Alterationen auftraten. Daher wurden nicht dieselbeGewebe wie in der
molekularbiologischen Untersuchung ausgewahlt. dé6insgesamt 72 immunhistologisch
positiven Gewebe wurden auch molekularbiologisctersucht. In 45/66 Geweben konnte
mittels PCR ORF 3c beziehungsweise in 62/66 GewébRR 7b nachgewiesen werden.
(siehe Tabelle 13). Umgekehrt war ORF 3c in 31 Gmmesowie ORF 7b in 38 Geweben, die
alle histologisch und immunhistologisch negativemamittels PCR nachweisbar.

Ein Zusammenhang zwischen der Ausbeute in Immuibgie und PCR mit der FIP-Form
(exsudativ oder rein granulomat6s) konnte nichtiggén werden. Der Nachweis von FCoV-
Gensequenzen beziehungsweise —Antigen war bei tluchnd trockenen FIP-Formen
gleichermal3en mdglich (Tabelle 13).
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4.6 Haufigkeit des Nachweises von ORF 3c/7b in vergedenen Organen
Mittels PCR konnte ORF 3c bei 171/282 Geweben ufF Qb bei 194/282 Geweben
nachgewiesen werden (Tabelle 12). Dabei waren diativen Haufigkeiten in den

verschiedenen Geweben folgendermalien verteilt:

Tabelle 1QAnteil ORF 3c/7b positiver Proben

Gewebe/untersuchte Anzah ORF 3c ORF 7b
Bauchwand/25 0,48 0,36
Netz/25 0,80 0,84
Leber/28 0,54 0,75
Darm/25 0,56 0,80
Zwerchfell/25 0,56 0,68
Darmlymphknoten/25 0,68 0,92
Milz/25 0,68 0,68
Pankreas/25 0,60 0,60
Niere/28 0,57 0,75
Lunge/25 0,68 0,68
Gehirn/25 0,56 0,52
Pleura/l 0 0

4.7 Sequenzierungsergebnisse

Die Durchfihrung der Sequenzierung erfolgte im DNinalyzer 3730xl (Applied

Biosystems, Carlsbad, CA, USA) durch die Firma GABtech in Konstanz. Als

Sequenzierprimer wurde grundsatzlich fur ORF 3cFHR1.1F, fur ORF 3c -E- FIP2.1R und
fur ORF 7b FIP7bF eingesetzt. Die Ergebnisse deju&wzierung wurden sowohl als

Elektropherogramm in Form einer abl-Datei als aoacRASTA-Format geliefert.

4.7.1 Sequenzierungsergebnisse von ORF 3c

Die Sequenzierungsergebnisse wurden zunachst aeif Zspekte hin untersucht: 1. Wie
unterschiedlich waren die Sequenzen aus versclead@eweben innerhalb einer Katze?
Und: 2. Konnten Deletionen in der Sequenz von ORfe8tgestellt werden?

Um die erste der beiden Fragestellungen zu beatgmowurden die Sequenzdaten aus den

verschiedenen Geweben einer Katze mit Hilfe desbagierten Programms ClustalW
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(EMBL-EBI, Cambridge, GroRRbritannien) miteinanderglichen. Mit Ausnahme der Katze

mit der Tagebuchnummer S-743/08 lagen die Sequerae®RF 3c in zwei Uberlappenden
Abschnitten vor (Notwendigkeit der semi-nested PCRgshalb wurden zunéchst die
entsprechenden Anfangs- und Endabschnitte mit Hdigieiber das Programm Bioedit (lbis
Biosciences, Carlsbad, CA, USA) zuganglichen FumktjCAP contig assembly program*

(Xiaogiu Huang, lowa State University, Ames, IoM#5A) zu einer fortlaufenden Sequenz
zusammengesetzt.

Da der ORF 3c-Endabschnitt mit dem Reverse Prirequenziert wurde, mussten diese
Ergebnisse zuvor in die gleiche Orientierung wie des Anfangsabschnitts umgewandelt
werden.

Traten Sequenzunterschiede zwischen verschiedeeeel&n innerhalb einer Katze auf, so
wurde nach erneuter semi-nested PCR die Sequengiesiederholt. Die abweichenden

Positionen aus der ersten Sequenzierung wurdendemt neu erhaltenen Ergebnissen
verglichen. Dabei konnten die Basenunterschiedeezidgr bestéatigt werden oder aber die
Ausreil3er aus der ersten Sequenzierung wiesen iegalloben Sequenzen wie diejenigen der
restlichen Isolate auf.

Nach Bericksichtigung der Wiederholungssequenzgerengaben sich beim Vergleich der

Sequenzen einer Katze folgende Moglichkeiten:

a) Die Sequenzen aus allen erhaltenen Geweben wallsténdig identisch.

b) Die Sequenzen waren zum Uberwiegenden Teil iddntisc
< 10 Positionen wiesen Unterschiede auf.

c) Eslagen grol3ere Abweichungen zwisaen Sequenzen aus verschiedenen
Geweben vor beziehungsweise Sequemze einzelnen Geweben erwiesen sich als
Ausreil3er:

> 10 Positionen zeigten Unterschiedder Basenabfolge.

Ausgenommen von dieser Einteilung sind die Katzénden Tagebuchnummern S-1010/09
und S-367/10, bei denen jeweils aus nur einem Osgmwertbare Sequenzdaten erhalten
werden konnten. Desweiteren gelang von den Katziémenm Tagebuchnummern S-646/08
und S-1221/08 auch nach mehrfach wiederholter P@RSequenzierung nicht der Nachweis
des gesamten Gens.

Ausgewahlte Sequenzvergleiche der verschiedenenlidfikgiten sind in Abbildung 21

dargestellt.
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S-1300/09

S-1300/09-1
S-1300/09-2
S-1300/09-4
S-1300/09-5
S-1300/09-6
S-1300/09-7
S-1300/09-10
S-1300/09-8

ATGATTGGCGGACTGTTTCTTAACACTCTAAGT
ATGATTGGCGGACTGTTTCTTAACACTCTAAGT
ATGATTGGCGGACTGTTTCTTAACACTCTAAGT
ATGATTGGCGGACTGTTTCTTAACACTCTAAGT
ATGATTGGCGGACTGTTTCTTAACACTCTAAGT
ATGATTGGCGGACTGTTTCTTAACACTCTAAGT

TTTGTAGTTGCTAATCACCATGTGATT 60
TTTGTAGTTGCTAATCACCATGTGATT 60
TTTGTAGTTGCTAATCACCATGTGATT 60
TTTGTAGTTGCTAATCACCATGTGATT 60
TTTGTAGTTGCTAATCACCATGTGATT 60
TTTGTAGTTGCTAATCACCATGTGATT 60

ATGATTGGCGGACTGTTTCTTAACACTCTAAGT TTTGTAGTTGCTAATCACCATGTGATT 60

ATGATTGGCGGACTGTTTCTTAACACTCTAAGT

S-1300/09-1
S-1300/09-2
S-1300/09-4
S-1300/09-5
S-1300/09-6
S-1300/09-7
S-1300/09-10
S-1300/09-8

GTTAATAATACACCACATGTCAATTCTATAGTA
GTTAATAATACACCACATGTCAATTCTATAGTA
GTTAATAATACACCACATGTCAATTCTATAGTA
GTTAATAATACACCACATGTCAATTCTATAGTA
GTTAATAATACACCACATGTCAATTCTATAGTA
GTTAATAATACACCACATGTCAATTCTATAGTA
GTTAATAATACACCACATGTCAATTCTATAGTA
GTTAATAATACACCACATGTCAATTCTATAGTA

S-1300/09-1
S-1300/09-2
S-1300/09-4
S-1300/09-5
S-1300/09-6
S-1300/09-7
S-1300/09-10
S-1300/09-8

ATTAAAAGTTTTCATTTAGAGTTCAGCATTGCT
ATTAAAAGTTTTCATTTAGAGTTCAGCATTGCT
ATTAAAAGTTTTCATTTAGAGTTCAGCATTGCT
ATTAAAAGTTTTCATTTAGAGTTCAGCATTGCT
ATTAAAAGTTTTCATTTAGAGTTCAGCATTGCT
ATTAAAAGTTTTCATTTAGAGTTCAGCATTGCT
ATTAAAAGTTTTCATTTAGAGTTCAGCATTGCT
ATTAAAAGTTTTCATTTAGAGTTCAGCATTGCT

S-1300/09-1
S-1300/09-2
S-1300/09-4
S-1300/09-5
S-1300/09-6
S-1300/09-7
S-1300/09-10
S-1300/09-8

TACCGTAGTACAAACTTCTAAGTATGTGTCGGT
TACCGTAGTACAAACTTCTAAGTATGTGTCGGT
TACCGTAGTACAAACTTCTAAGTATGTGTCGGT
TACCGTAGTACAAACTTCTAAGTATGTGTCGGT
TACCGTAGTACAAACTTCTAAGTATGTGTCGGT
TACCGTAGTACAAACTTCTAAGTATGTGTCGGT

TTTGTAGTTGCTAATCACCATGTGATT 60

CAACAACATCATGTTGTTAGTGCTAGT 120
CAACAACATCATGTTGTTAGTGCTAGT 120
CAACAACATCATGTTGTTAGTGCTAGT 120
CAACAACATCATGTTGTTAGTGCTAGT 120
CAACAACATCATGTTGTTAGTGCTAGT 120
CAACAACATCATGTTGTTAGTGCTAGT 120
CAACAACATCATGTTGTTAGTGCTAGT 120
CAACAACATCATGTTGTTAGTGCTAGT 120

GTTCTCTTTGTATTATTTTTAGCTTTG 180
GTTCTCTTTGTATTATTTTTAGCTTTG 180
GTTCTCTTTGTATTATTTTTAGCTTTG 180
GTTCTCTTTGTATTATTTTTAGCTTTG 180
GTTCTCTTTGTATTATTTTTAGCTTTG 180
GTTCTCTTTGTATTATTTTTAGCTTTG 180
GTTCTCTTTGTATTATTTTTAGCTTTG 180
GTTCTCTTTGTATTATTTTTAGCTTTG 180

GTCTTAATGTTTAAGATAGTATCAATG 240
GTCTTAATGTTTAAGATAGTATCAATG 240
GTCTTAATGTTTAAGATAGTATCAATG 240
GTCTTAATGTTTAAGATAGTATCAATG 240
GTCTTAATGTTTAAGATAGTATCAATG 240
GTCTTAATGTTTAAGATAGTATCAATG 240

TACCGTAGTACAAACTTCTAAGTATGTGTCGGT GTCTTAATGTTTAAGATAGTATCAATG 240

TACCGTAGTACAAACTTCTAAGTATGTGTCGGT

S-1300/09-1
S-1300/09-2
S-1300/09-4
S-1300/09-5
S-1300/09-6
S-1300/09-7
S-1300/09-10
S-1300/09-8

ACACTTATAGGACCTATGCTTATAGCATTTGGC
ACACTTATAGGACCTATGCTTATAGCATTTGGC
ACACTTATAGGACCTATGCTTATAGCATTTGGC
ACACTTATAGGACCTATGCTTATAGCATTTGGC
ACACTTATAGGACCTATGCTTATAGCATTTGGC
ACACTTATAGGACCTATGCTTATAGCATTTGGC

GTCTTAATGTTTAAGATAGTATCAATG 240

TACTATGTAGATGGAATTGTGACAACA 300
TACTATGTAGATGGAATTGTGACAACA 300
TACTATGTAGATGGAATTGTGACAACA 300
TACTATGTAGATGGAATTGTGACAACA 300
TACTATGTAGATGGAATTGTGACAACA 300
TACTATGTAGATGGAATTGTGACAACA 300

ACACTTATAGGACCTATGCTTATAGCATTTGGC TACTATGTAGATGGAATTGTGACAACA 300

ACACTTATAGGACCTATGCTTATAGCATTTGGC

S-1300/09-1
S-1300/09-2
S-1300/09-4
S-1300/09-5
S-1300/09-6
S-1300/09-7
S-1300/09-10
S-1300/09-8

ACTGTCTTAGCTTTAAGATTCTCTTACTTAGCA
ACTGTCTTAGCTTTAAGATTCTCTTACTTAGCA
ACTGTCTTAGCTTTAAGATTCTCTTACTTAGCA
ACTGTCTTAGCTTTAAGATTCTCTTACTTAGCA
ACTGTCTTAGCTTTAAGATTCTCTTACTTAGCA
ACTGTCTTAGCTTTAAGATTCTCTTACTTAGCA
ACTGTCTTAGCTTTAAGATTCTCTTACTTAGCA
ACTGTCTTAGCTTTAAGATTCTCTTACTTAGCA

S-1300/09-1
S-1300/09-2
S-1300/09-4
S-1300/09-5
S-1300/09-6
S-1300/09-7
S-1300/09-10
S-1300/09-8

GAATTCATTTTATACAATACAACGACACTAATG
GAATTCATTTTATACAATACAACGACACTAATG
GAATTCATTTTATACAATACAACGACACTAATG
GAATTCATTTTATACAATACAACGACACTAATG
GAATTCATTTTATACAATACAACGACACTAATG
GAATTCATTTTATACAATACAACGACACTAATG
GAATTCATTTTATACAATACAACGACACTAATG
GAATTCATTTTATACAATACAACGACACTAATG

82

TACTATGTAGATGGAATTGTGACAACA 300

TATTTTTGGTATGTTAATAGTAGATTT 360
TATTTTTGGTATGTTAATAGTAGATTT 360
TATTTTTGGTATGTTAATAGTAGATTT 360
TATTTTTGGTATGTTAATAGTAGATTT 360
TATTTTTGGTATGTTAATAGTAGATTT 360
TATTTTTGGTATGTTAATAGTAGATTT 360
TATTTTTGGTATGTTAATAGTAGATTT 360
TATTTTTGGTATGTTAATAGTAGATTT 360

TTTGTACATGACAGAGCTGCACCGTTT 420
TTTGTACATGACAGAGCTGCACCGTTT 420
TTTGTACATGACAGAGCTGCACCGTTT 420
TTTGTACATGACAGAGCTGCACCGTTT 420
TTTGTACATGACAGAGCTGCACCGTTT 420
TTTGTACATGACAGAGCTGCACCGTTT 420
TTTGTACATGACAGAGCTGCACCGTTT 420
TTTGTACATGACAGAGCTGCACCGTTT 420
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S-1300/09-1
S-1300/09-2
S-1300/09-4
S-1300/09-5
S-1300/09-6
S-1300/09-7
S-1300/09-10
S-1300/09-8

ATGAGAAGTTCTCACGGCTCTATTTATGTCACA
ATGAGAAGTTCTCACGGCTCTATTTATGTCACA
ATGAGAAGTTCTCACGGCTCTATTTATGTCACA
ATGAGAAGTTCTCACGGCTCTATTTATGTCACA
ATGAGAAGTTCTCACGGCTCTATTTATGTCACA
ATGAGAAGTTCTCACGGCTCTATTTATGTCACA

TTATATGGAGGCATAAATTATATGTTC 480
TTATATGGAGGCATAAATTATATGTTC 480
TTATATGGAGGCATAAATTATATGTTC 480
TTATATGGAGGCATAAATTATATGTTC 480
TTATATGGAGGCATAAATTATATGTTC 480
TTATATGGAGGCATAAATTATATGTTC 480

ATGAGAAGTTCTCACGGCTCTATTTATGTCACA TTATATGGAGGCATAAATTATATGTTC 480

ATGAGAAGTTCTCACGGCTCTATTTATGTCACA

S-1300/09-1
S-1300/09-2
S-1300/09-4
S-1300/09-5
S-1300/09-6
S-1300/09-7
S-1300/09-10
S-1300/09-8

GTGAATGATCTTACGTTGCATTTTGTAGACCCT
GTGAATGATCTTACGTTGCATTTTGTAGACCCT
GTGAATGATCTTACGTTGCATTTTGTAGACCCT
GTGAATGATCTTACGTTGCATTTTGTAGACCCT
GTGAATGATCTTACGTTGCATTTTGTAGACCCT
GTGAATGATCTTACGTTGCATTTTGTAGACCCT
GTGAATGATCTTACGTTGCATTTTGTAGACCCT
GTGAATGATCTTACGTTGCATTTTGTAGACCCT

S-1300/09-1
S-1300/09-2
S-1300/09-4
S-1300/09-5
S-1300/09-6
S-1300/09-7
S-1300/09-10
S-1300/09-8

CTAGTTCATGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGCA
CTAGTTCATGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGCA
CTAGTTCATGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGCA
CTAGTTCATGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGCA
CTAGTTCATGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGCA
CTAGTTCATGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGCA

TTATATGGAGGCATAAATTATATGTTC 480

ATGCTTGTATGCATAGCTATACGTGGC 540
ATGCTTGTATGCATAGCTATACGTGGC 540
ATGCTTGTATGCATAGCTATACGTGGC 540
ATGCTTGTATGCATAGCTATACGTGGC 540
ATGCTTGTATGCATAGCTATACGTGGC 540
ATGCTTGTATGCATAGCTATACGTGGC 540
ATGCTTGTATGCATAGCTATACGTGGC 540
ATGCTTGTATGCATAGCTATACGTGGC 540

GTTGAACTTCTCAATGGTGATTTTATT 600
GTTGAACTTCTCAATGGTGATTTTATT 600
GTTGAACTTCTCAATGGTGATTTTATT 600
GTTGAACTTCTCAATGGTGATTTTATT 600
GTTGAACTTCTCAATGGTGATTTTATT 600
GTTGAACTTCTCAATGGTGATTTTATT 600

CTAGTTCATGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGCA GTTGAACTTCTCAATGGTGATTTTATT 600

CTAGTTCATGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGCA

S-1300/09-1
S-1300/09-2
S-1300/09-4
S-1300/09-5
S-1300/09-6
S-1300/09-7
S-1300/09-10
S-1300/09-8

TATATATTTTCACAGGAGGCCGTAGTAGGAGTT
TATATATTTTCACAGGAGGCCGTAGTAGGAGTT
TATATATTTTCACAGGAGGCCGTAGTAGGAGTT
TATATATTTTCACAGGAGGCCGTAGTAGGAGTT
TATATATTTTCACAGGAGGCCGTAGTAGGAGTT
TATATATTTTCACAGGAGGCCGTAGTAGGAGTT

GTTGAACTTCTCAATGGTGATTTTATT 600

TACAATGCAGCCTTTTCTCAGGCGGTT 660
TACAATGCAGCCTTTTCTCAGGCGGTT 660
TACAATGCAGCCTTTTCTCAGGCGGTT 660
TACAATGCAGCCTTTTCTCAGGCGGTT 660
TACAATGCAGCCTTTTCTCAGGCGGTT 660
TACAATGCAGCCTTTTCTCAGGCGGTT 660

TATATATTTTCACAGGAGGCCGTAGTAGGAGTT TACAATGCAGCCTTTTCTCAGGCGGTT 660

TATATATTTTCACAGGAGGCCGTAGTAGGAGTT

S-1300/09-1
S-1300/09-2
S-1300/09-4
S-1300/09-5
S-1300/09-6
S-1300/09-7
S-1300/09-10
S-1300/09-8

ATAAACGAAATTGATTTAAAAGAAGAGGAAGAA
ATAAACGAAATTGATTTAAAAGAAGAGGAAGAA
ATAAACGAAATTGATTTAAAAGAAGAGGAAGAA
ATAAACGAAATTGATTTAAAAGAAGAGGAAGAA
ATAAACGAAATTGATTTAAAAGAAGAGGAAGAA
ATAAACGAAATTGATTTAAAAGAAGAGGAAGAA

TACAATGCAGCCTTTTCTCAGGCGGTT 660

CGTGTCTATGATGTTTCCTAG 714
CGTGTCTATGATGTTTCCTAG 714
CGTGTCTATGATGTTTCCTAG 714
CGTGTCTATGATGTTTCCTAG 714
CGTGTCTATGATGTTTCCTAG 714
CGTGTCTATGATGTTTCCTAG 714

ATAAACGAAATTGATTTAAAAGAAGAGGAAGAA CGTGTCTATGATGTTTCCTAG 714

ATAAACGAAATTGATTTAAAAGAAGAGGAAGAA

CGTGTCTATGATGTTTCCTAG 714

*kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Abb. 21aldentische Sequenz von ORF 3c in allen Gewkben
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S-222/09

$-222/09-1  --CTTATGTTG--GCTATACGT--- 540 S-292/09-1  -—TGCTGATCT--- 600

S-222/09-2  --CTTATGTTG--GCTATACGT--- 540 S-222/09-2  --TGCTGATCT--- 600

S-222/09-3  ---CTTATGTTG--GCTATACGT--- 540 S-292/09-3  ——TGCTGATGT--- 600

S-222/09-6  --CTTATGTTG--GCTATACGT--- 540 S-222/09-6  --TGCTGATCT--- 600

$-222/09-8  --CTTATGTTG--GCTATACGT--- 540 S-992/09-8  -—TGOTGATCT--- 600

S-222/09-9  --CTTATGTTG--GCTACACGT--- 540 S-292/09-9  ——TGOTGATGT--- 600

S-222/09-5  ---CTTACGTTG--GCTACACGT--- 540 S-292/09-5  ——TGOTGATGT--- 600

S-222/09-11  —-CTTACGTTG--GCTACACGT--- 540 S-292/09-11  -—-TGCTGATCT-- 600

S-222/09-4  --CTTACGTTG-—-GCTACACGT--- 540 S-992/09-4  -—TGCTTATCT- 600

S-222/09-7  ---CTTACGTTG--GCTACACGT--- 540 S-292/09-7  -—TGCTTATOT--- 600

S-222/09-10  ---CTTACGTTG---GCTACACGT--- 540 S-292/09-10  -—TGCTTATCT--- 600
*kkkkkk . Khkkhkkk

S-222/09-1  ---AGGCGTTTA--- 660

S-222/09-2  ---AGGCGTTTA-- 660

S-222/09-3  ---AGGCGTTTA-- 660

S-222/09-6  ---AGGCGTTTA--- 660

S-222/09-8  ---AGGCGTTTA--- 660

S-222/09-9  -—-AGGCGTTTA-- 660

S-222/09-5  ---AGGCGTTTA-- 660

$-222/09-11  ---AGGCGTTTA-- 660

S-222/09-4  ---AGGCATTTA--- 660

S-222/09-7  ---AGGCATTTA--- 660

S-222/09-10  ---AGGCATTTA--- 660

*kkkkkk kkkkkkk

Abb. 21b Sequenz von ORF 3c zum uiberwiegenden Teil idemtisuftreten vork 10 Basenunterschieden
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S-518/10

S-518/10-5 ---GACTATTTC---ATCAACATG--- 60
S-518/10-10  ---GACTATTTC---ATCAACATG--- 60
S-518/10-9 ---GACTATTTC---ATCAACATG--- 60
S-518/10-4 --GACTGTTTC---ATCATCATG--- 60
S-518/10-5 ---ATGTCAATGCTAT---GTGCTAGC--- 120

S-518/10-10  ---ATGTCAATGCTAT---GTGCTAGC--- 120
S-518/10-9 ---ATGTCAATGCTAT---GTGCTAGC--- 120

S-518/10-4 ---ATGTTAATTCTAT---GTGCAAAT--- 120
*******.***.***********.*. .*'k*

S-518/10-5 --GTTTCCATCTAGA--- 180

S-518/10-10  ---GTTTCCATCTAGA--- 180

S-518/10-9 ---GTTTCCATCTAGA--- 180

S-518/10-4 --GTTTTCATTTAGA--- 180
*******.***.*******

S-518/10-5 ---TATATGACCTATGCTCATAG---ACTACATA G--- 300

S-518/10-10  ---TATATGACCTATGCTCATAG---ACTACATA G--- 300
S-518/10-9 ---TATATGACCTATGCTCATAG---ACTACATA G--- 300
S-518/10-4 ---TATAGGACCCATGCTTATAG---ACTATATA G--- 300

kkkkkkk kkkk kkkkk kkkkkkkkkkk kkk *kkk

S-518/10-5 -—--ATTTGTCTACT---ACTTCTGGT--- 360
S-518/10-10  ---ATTTGTCTACT---ACTTCTGGT--- 360

S-518/10-9 ---ATTTGTCTACT---ACTTCTGGT--- 360
S-518/10-4 ---ATTTATTTACT---ACTTTTGGT--- 360

*
S-518/10-5 ---ATGGAGGCATAAATTATATGTTC--- 480

S-518/10-10  ---ATGGAGGCATAAATTATATGTTC--- 480
S-518/10-9 ---ATGGAGGCATAAATTATATGTTC--- 480
S-518/10-4 ---ATGGCGGCATAAATTACATGTTC--- 480

S-518/10-5 ---ATGAGCTTA---TATACGTGGC--- 540
S-518/10-10  ---ATGAGCTTA---TATATGTGGC--- 540

S-518/10-9 ---ATGAGCTTA---TATACGTGGC--- 540
S-518/10-4 ---ATGATCTTA---TATACGTGGC--- 540
S-518/10-5 ---CTGACCTAACAGTTGTTA--- 600
S-518/10-10  ---CTGACCTAACAGTTGTTA--- 600
S-518/10-9 ---CTGACCTAACAGTTGTTA--- 600
S-518/10-4 ---CTGATCTAACAGTCGTTA--- 600
S-518/10-5 ---CCGTAGTAG--- 660
S-518/10-10 ---CCGTAGTAG--- 660
S-518/10-9 ---CCGTAGTAG--- 660
S-518/10-4 ---CCGTCGTAG--- 660
*******.*******
S-518/10-5 ---TTGACCTAAAAG---AAGAGCGTGTTTATG- - 714
S-518/10-10  ---TTGACCTAAAAG---AAGAGCGTGTTTATG- -714
S-518/10-9 ---TTGACCTAAAAG---AAGAGCGTGTTTATG- -714
S-518/10-4 —--TTGATTTGAAAG---AAGAACATGTCTATG- - 714

*hkkkkkk Kk hkAkkkkkkkk * kkk kkkkk *%

Abb. 21c GréRere Unterschiede (> 10 Basen) zwischen Sequaus verschiedenen Geweben

Bei der Katze S-518/10 fiel auf, dass die Basenmsalgede mit Ausnahme der Position 535
ausschlief3lich auf die Isolate aus dem Darm (S48t8) beschrankt waren. Die Sequenzen
aus Zwerchfell (S-518/10-5), Niere (S-518/10-9) unghge (S-518/10-10) waren nahezu
identisch.
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S-1349/10 ATGATTGGCGGACTGTTTCTTAACACTCTAAG TTTTATAGTTATTAATCAACATGTGATT 60
S-1349/10_Kot  ATGATTGGCGGACTGTTTCTTAACACTCTAAG TTTTATAGTTATTAATCAACATGTGATT 60

S-1349/10 GTTAACAACACACCACATGTTAATTCCATAGT  ACAACAACATCACGTTGTTAGTGCTAGT 120
S-1349/10_Kot  GTTAACAACACACCACATGTTAATTCCATAGT ACAACAACATCACGTTGTTAGTGCTAGT 120

S-1349/10 ATTAAAAGTTCTCATTTAGAGTTCAGCATTGC  TGTGCTCTTTGTTTTATTTCTAGCTTTG 180
S-1349/10_Kot  ATTAAAAGTTCTCATTTAGAGTTCAGCATTGC TGTGCTCTTTGTTTTATTTCTAGCTTTG 180

S-1349/10 TACCGTAGTACAAACTTCAAAGTGTGTGTCGG TGTCTTAATGTTTAAGATAGTATCAATG 240
S-1349/10_Kot  TACCGTAGTACAAACTTCAAAGTGTGTGTCGG TGTCTTAATGTTTAAGATAGTATCAATG 240

S-1349/10 ACACTTGTAGGACCTATGCTTATAGCATTTGG TTACTATGTAGATGGCATTGTGATAACA 300
S-1349/10_Kot  ACACTTGTAGGACCTATGCTTATAGCATTTGG TTACTATGTAGATGGCATTGTGACAACA 300

*hkkkkkkkkkkhkhkhkhkhkk kkkkx

S-1349/10 ACTGTCTTAGCTTTAAGATTTATTTACTTAGC ATACTTTTGGTATGTTAATAGTAGATTT 360
S-1349/10_Kot  ACTGTCTTAGCTTTAAGATTTATTTACTTAGC ATACTTTTGGTATGTTAATAGTAGATTT 360

S-1349/10 GAATTCATTCTCTACAATACAACGACACTAAT  GTTTGTACATGACAGAGCTGCACCGTTT 420
S-1349/10_Kot  GAATTCATTCTCTACAATACAACGACACTAAT GTTTGTACATGACAGAGCTGCACCGTTT 420

S-1349/10 ATGAGAAGTTCTCACGGCTCTATTTATGTCAC ATTATATGGAGGCATAAATTACATGTTC 480
S-1349/10_Kot  ATGAGAAGTTCTCACGGCTCTATTTATGTCAC ATTATATGGAGGCATAAATTACATGTTC 480

S-1349/10 GTGAATGATCTTATGTTGCATTTTGTAGACCC TATGCTTGTAGGCATAGCTATACGTGGC 540
S-1349/10_Kot  GTGAATGATCTTACGTTGCATTTTGTAGACCC TATGCTTGTAGGCATAGCTATACGTGGC 540

S-1349/10 CTAGTTCGTGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGC AGTTGAACTTCTCAATGGTGATTTTATC 600
S-1349/10_Kot  CTAGTTCGTGCTGACCTAACAGTTGTTAGAGC AGTTGAACTTCTCAATGGTGATTTTATC 600

S-1349/10 TATAT--TTTCACAGGAGGCCGTCGTAGGAGT  TTACAATGCAGCCTTTTCTCAGGCGGTT 658
S-1349/10_Kot  TATATATTTTCACAGGAGGCCGTCGTAGGAGT TTACAATGCAGCCTTTTCTCAGGCGGTT 660

*kkkk

S-1349/10 ATAAACGAAATTGATTTAAAAGAAGAAGAAGA GCGCGCCTATGATGTTTCCTAG 712
S-1349/10_Kot ~ ATAAANNNNNNNNNNNNNAAAGAAGAAGAAGAGCGCGTCTATGANNNNNNNNNN 714

*kkkk *kkkkkhkhkhkkk *kkkk kkkkkk

Abb. 21d Sequenzvergleich der Isolate aus den Gewebedemd<ot der Katze S-1349/10

! |dentische Basen sind mit"! Unterschiede mit." gekennzeichnet.

Auch die wiederholte PCR und Sequenzierung sowahl \orwarts- als auch
Ruckwartsrichtung ergaben fir die Positionen 668-Gbwie 704-714 im Kot kein
auswertbares Ergebnis (,N“). Es fiel auf, dass idieden Geweben der Katze S-1349/10
vorhandene Deletion von 2 Nukleotiden im Kot nichbrkam. Bis auf 2 weitere
Einzelbasenunterschiede an den Positionen 494 @&l véaren die Sequenzen jedoch
identisch. Die Sequenz aus dem Darm (S-1349/1@imjrge mit den Sequenzen der Ubrigen

Gewebeisolate Uberein, nicht aber mit der Sequeszlam Kot.
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Beim Vergleich der Sequenzen aus unterschiedlicKetzen traten deutlich grof3ere
Basenabweichungen auf als innerhalb einer Katzedblsrzu demonstrieren, wurde von jeder
Katze eine Sequenz erstellt, die an den einzelmsitiBhen jeweils die Basen aufwies, die
innerhalb einer Katze am haufigsten vertreten wd€@onsensussequenz). In Abbildung 22
sind die Consensussequenzen der einzelnen Katzeénihue Verwandtschaft zueinander

schematisch in einem Phylogramm dargestellt.

S-743/08
FECV-6
E S-1448/10
S-518/10
NC 007025

1 S-13/10

S-1300/09
E EU186072

S-1190/09

S-186/10

S-1074/08

S-1094/09

F S-219/09
$-284/09

$-222/09

S-1004/08

$-367/10

S-1129/09

S-448/09

S-1010/09
S-1349/10
Z S-1378/08
Abb. 22 Phylogenetischer Stammbatim

! erstellt mit ClustalW, visualisiert mit TreeView

Je weiter die Aufzweigungen des Baumdiagramms viameler entfernt liegen, desto unterschiedliched din
Sequenzen zwischen den verschiedenen Katzen. Dehl8hge gibt Auskunft Uber die relative Anzahl an

Sequenzunterschieden zwischen benachbarten Stémmen.
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4.7.1.1 Mutationsanalyse

Die Frage, ob die isolierten Coronaviren DeletiomarNichtstrukturproteingen 3c aufwiesen,
sollte ein Vergleich der erhaltenen Sequenzen nah dReferenzstammen, und hier
insbesondere mit dem enteralen Coronavirus FEC¥tgeben. Bei 11 von 19 Katzen mit
vollstandig auswertbaren Sequenzdaten zu ORF 3at&nrDeletionen von 1 bis zu 56 Basen
im Vergleich zum FECV gefunden werden. Sie lagarhinan einheitlichen Lokalisationen
vor. Eine schematische Darstellung der Positiomeh@r63e der Deletionen zeigt Abbildung
23. Eine Ubersicht tiber die Sequenzen aller Kate@mhaltet Tabelle 14 im Anhang.

Beim Sequenzvergleich mit den Referenzstammenafiél dass die ersten 100 Basen der
erhaltenen Sequenzen so viele Unterschiede zumIASfamm FIPV 79-1146 aufwiesen,
dass keine Ubereinstimmende Basenordnung zum Wdrghedglich war. Die zum 3'-Ende
folgenden Basen stimmten durchschnittlich zu 88 fdRtPV-79-1146 tberein. Mit dem Typ
I-Stamm FIPV Black konnte dagegen eine durchsdiuhittund 95 %ige Ubereinstimmung

festgestellt werden.

S-743/08 Del.vz .
| L
Pos. 662-663
S-219/09
Del. 2 Nt

Vi

Pos. 458+459

S-284/09

Del. 2Nt Del. 18 Nt

vV,

Pos. 263+264 Pos. 361-378
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S-448/09
Del. 3 Nt
Del. 3 Nt Del. 50 Nt v
:V:V 11

Pos. 118-120 Pos. 321-370 Pos. 597-59

S-1010/09
Del. 2 Nt
By
Pos. 37-38
S-1094/09
Del. 1 Nt
|
Pos. 600
S-1129/09-9 (Niere)
Del. 2 Nt Del. 29 Nt

.

Pos. 36883 Pos. 475-503

S-186/10 Del. 3 Nt

VI:I

Pos. 626-628
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S-367/10
Del. 5 Nt
Vi
|
Pos. 291-295
S-1349/10
Del. 2 Nt
[

Pos. 597+598

S-1448/10-2 (Netz), -6 (Darmlymphknoten)

Del. 26 Nt

:v'

Pos. 129-154

S-1448/10-9 (Niere), -10 (Lunge), -11 (ZNS)

Del. 26 Nt Del. 1 Nt
:V| Ve
Pos. 129-154 P0s970

Abb. 23 Deletionen in den Sequenzen der isolierten FCoV
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4.7.2 Sequenzierungsergebnisse von ORF 7b

Beim 7b-Gen fand sich zwar eine deutlich hohere réibstimmungsrate zwischen den

Sequenzen aus verschiedenen Organen als bei OR&l&dings traten auch hier immer

wieder Einzelbasenunterschiede zwischen Isolatenvartschiedenen Geweben auf (Tabelle
15). Die Lange des Gens wies mit Ausnahme dertis@as der Katze S-1221/08 konstant
621 Basen auf. Im letzteren Fall war ORF 7b nur &Hsen lang, bedingt durch zwei

Deletionen an den Positionen 27-29 sowie 303-3Qh(R4).

S-1221/08
Del 3 Nt Del. 3 Nt
V v
] | |
Pos. 27-29 Pos. 303-305

Abb. 24 Deletionen in der Sequenz von ORF 7b

Der Vergleich des 7b-Gens der aus den Katzen staadene Isolaten mit den
Referenzstammen ergab eine durchschnittlich 91 %igereinstimmung sowohl mit FIPV
Black als auch FIPV 79-1146.

Abbildung 25 zeigt ausgewahlte SequenzvergleickereGens.

S-1190/09

S-1190/09-6_7b
S-1190/09-7_7b
S-1190/09-4_7b
S-1190/09-3_7b
S-1190/09-1_7b
S-1190/09-8_7b
S-1190/09-5_7b
S-1190/09-2_7b

ATGATTGCTGTACTCCTTGTGTGTTTTCTCT
ATGATTGCTGTACTCCTTGTGTGTTTTCTCT
ATGATTGCTGTACTCCTTGTGTGTTTTCTCT
ATGATTGCTGTACTCCTTGTGTGTTTTCTCT
ATGATTGCTGTACTCCTTGTGTGTTTTCTCT
ATGATTGCTGTACTCCTTGTGTGTTTTCTCT
ATGATTGCTGTACTCCTTGTGTGTTTTCTCT
ATGATTGCTGTACTCCTTGTGTGTTTTCTCT

TGGCTAATGGAATTAAAGCTACCACTGCG 60
TGGCTAATGGAATTAAAGCTACCACTGCG 60
TGGCTAATGGAATTAAAGCTACCACTGCG 60
TGGCTAATGGAATTAAAGCTACCACTGCG 60
TGGCTAATGGAATTAAAGCTACCACTGCG 60
TGGCTAATGGAATTAAAGCTACCACTGCG 60
TGGCTAATGGAATTAAAGCTACCACTGCG 60
TGGCTAATGGAATTAAAGCTACCACTGCG 60

S-1190/09-6_7b
S-1190/09-7_7b
S-1190/09-4_7b
S-1190/09-3_7b
S-1190/09-1_7b
S-1190/09-8_7b
S-1190/09-5_7b
S-1190/09-2_7b

CAAAACGACCTTCACGAACACCCAGTCCTAA CTTGGGAATGGTTGCAACATTTCATAGGA 120
CAAAACGACCTTCACGAACACCCAGTCCTAA CTTGGGAATGGTTGCAACATTTCATAGGA 120
CAAAACGACCTTCACGAACACCCAGTCCTAA CTTGGGAATGGTTGCAACATTTCATAGGA 120
CAAAACGACCTTCACGAACACCCAGTCCTAA CTTGGGAATGGTTGCAACATTTCATAGGA 120
CAAAACGACCTTCACGAACACCCAGTCCTAA CTTGGGAATGGTTGCAACATTTCATAGGA 120
CAAAACGACCTTCACGAACACCCAGTCCTAA CTTGGGAATGGTTGCAACATTTCATAGGA 120
CAAAACGACCTTCACGAACACCCAGTCCTAA CTTGGGAATGGTTGCAACATTTCATAGGA 120
CAAAACGACCTTCACGAACACCCAGTCCTAA CTTGGGAATGGTTGCAACATTTCATAGGA 120
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S-1190/09-6_7b
S-1190/09-7_7b
S-1190/09-4_7b
S-1190/09-3_7b
S-1190/09-1_7b
S-1190/09-8_7b
S-1190/09-5_7b
S-1190/09-2_7b

CACACTCTTTACATTACTACACACCAGGTCT
CACACTCTTTACATTACTACACACCAGGTCT
CACACTCTTTACATTACTACACACCAGGTCT
CACACTCTTTACATTACTACACACCAGGTCT
CACACTCTTTACATTACTACACACCAGGTCT
CACACTCTTTACATTACTACACACCAGGTCT
CACACTCTTTACATTACTACACACCAGGTCT
CACACTCTTTACATTACTACACACCAGGTCT

S-1190/09-6_7b
S-1190/09-7_7b
S-1190/09-4_7b
S-1190/09-3_7b
S-1190/09-1_7b
S-1190/09-8_7b
S-1190/09-5_7b
S-1190/09-2_7b

TGTGAGAGTATTGAAGGTTTTAATTGCACGT
TGTGAGAGTATTGAAGGTTTTAATTGCACGT
TGTGAGAGTATTGAAGGTTTTAATTGCACGT
TGTGAGAGTATTGAAGGTTTTAATTGCACGT
TGTGAGAGTATTGAAGGTTTTAATTGCACGT
TGTGAGAGTATTGAAGGTTTTAATTGCACGT
TGTGAGAGTATTGAAGGTTTTAATTGCACGT
TGTGAGAGTATTGAAGGTTTTAATTGCACGT

S-1190/09-6_7b
S-1190/09-7_7b
S-1190/09-4_7b
S-1190/09-3_7b
S-1190/09-1_7b
S-1190/09-8_7b
S-1190/09-5_7b
S-1190/09-2_7b

CACATTGATTTTTATTTTGACCTTTCCAACT
CACATTGATTTTTATTTTGACCTTTCCAACT
CACATTGATTTTTATTTTGACCTTTCCAACT
CACATTGATTTTTATTTTGACCTTTCCAACT
CACATTGATTTTTATTTTGACCTTTCCAACT
CACATTGATTTTTATTTTGACCTTTCCAACT
CACATTGATTTTTATTTTGACCTTTCCAACT
CACATTGATTTTTATTTTGACCTTTCCAACT

S-1190/09-6_7b
S-1190/09-7_7b
S-1190/09-4_7b
S-1190/09-3_7b
S-1190/09-1_7b
S-1190/09-8_7b
S-1190/09-5_7b
S-1190/09-2_7b

TAGCACTACCGCTTGGATCTCGTGTTGAG 180
TAGCACTACCGCTTGGATCTCGTGTTGAG 180
TAGCACTACCGCTTGGATCTCGTGTTGAG 180
TAGCACTACCGCTTGGATCTCGTGTTGAG 180
TAGCACTACCGCTTGGATCTCGTGTTGAG 180
TAGCACTACCGCTTGGATCTCGTGTTGAG 180
TAGCACTACCGCTTGGATCTCGTGTTGAG 180
TAGCACTACCGCTTGGATCTCGTGTTGAG 180

GGCCTGGTTTTCAAAATCCTGCACATGAT 240
GGCCTGGTTTTCAAAATCCTGCACATGAT 240
GGCCTGGTTTTCAAAATCCTGCACATGAT 240
GGCCTGGTTTTCAAAATCCTGCACATGAT 240
GGCCTGGTTTTCAAAATCCTGCACATGAT 240
GGCCTGGTTTTCAAAATCCTGCACATGAT 240
GGCCTGGTTTTCAAAATCCTGCACATGAT 240
GGCCTGGTTTTCAAAATCCTGCACATGAT 240

CTTTCTATTCCTTTGTAGATAATTTCTAT 300
CTTTCTATTCCTTTGTAGATAATTTCTAT 300
CTTTCTATTCCTTTGTAGATAATTTCTAT 300
CTTTCTATTCCTTTGTAGATAATTTCTAT 300
CTTTCTATTCCTTTGTAGATAATTTCTAT 300
CTTTCTATTCCTTTGTAGATAATTTCTAT 300
CTTTCTATTCCTTTGTAGATAATTTCTAT 300
CTTTCTATTCCTTTGTAGATAATTTCTAT 300

GTTGTAGGTGAGGGAAATCAAAGAGTTAATC TTAGATTAGTTGGTGCTGTGCCAAAACAA 360
GTTGTAGGTGAGGGAAATCAAAGAGTTAATC TTAGATTAGTTGGTGCTGTGCCAAAACAA 360
GTTGTAGGTGAGGGAAATCAAAGAGTTAATC TTAGATTAGTTGGTGCTGTGCCAAAACAA 360
GTTGTAGGTGAGGGAAATCAAAGAGTTAATC TTAGATTAGTTGGTGCTGTGCCAAAACAA 360
GTTGTAGGTGAGGGAAATCAAAGAGTTAATC TTAGATTAGTTGGTGCTGTGCCAAAACAA 360
GTTGTAGGTGAGGGAAATCAAAGAGTTAATC TTAGATTAGTTGGTGCTGTGCCAAAACAA 360
GTTGTAGGTGAGGGAAATCAAAGAGTTAATC TTAGATTAGTTGGTGCTGTGCCAAAACAA 360
GTTGTAGGTGAGGGAAATCAAAGAGTTAATC TTAGATTAGTTGGTGCTGTGCCAAAACAA 360

S-1190/09-6_7b
S-1190/09-7_7b
S-1190/09-4_7b
S-1190/09-3_7b
S-1190/09-1_7b
S-1190/09-8_7b
S-1190/09-5_7b
S-1190/09-2_7b

AAGAGATTAAATGTTGGTTGTCATACATCAT
AAGAGATTAAATGTTGGTTGTCATACATCAT
AAGAGATTAAATGTTGGTTGTCATACATCAT
AAGAGATTAAATGTTGGTTGTCATACATCAT
AAGAGATTAAATGTTGGTTGTCATACATCAT
AAGAGATTAAATGTTGGTTGTCATACATCAT
AAGAGATTAAATGTTGGTTGTCATACATCAT
AAGAGATTAAATGTTGGTTGTCATACATCAT

S-1190/09-6_7b
S-1190/09-7_7b
S-1190/09-4_7b
S-1190/09-3_7b
S-1190/09-1_7b
S-1190/09-8_7b
S-1190/09-5_7b
S-1190/09-2_7b

TTATACCATGACAGAGATTTTCAACACCCTG
TTATACCATGACAGAGATTTTCAACACCCTG
TTATACCATGACAGAGATTTTCAACACCCTG
TTATACCATGACAGAGATTTTCAACACCCTG
TTATACCATGACAGAGATTTTCAACACCCTG
TTATACCATGACAGAGATTTTCAACACCCTG
TTATACCATGACAGAGATTTTCAACACCCTG
TTATACCATGACAGAGATTTTCAACACCCTG

S-1190/09-6_7b
S-1190/09-7_7b
S-1190/09-4_7b
S-1190/09-3_7b
S-1190/09-1_7b
S-1190/09-8_7b
S-1190/09-5_7b
S-1190/09-2_7b

TTGCTGTTGACCTTCCATTTGGAACTCAG 420
TTGCTGTTGACCTTCCATTTGGAACTCAG 420
TTGCTGTTGACCTTCCATTTGGAACTCAG 420
TTGCTGTTGACCTTCCATTTGGAACTCAG 420
TTGCTGTTGACCTTCCATTTGGAACTCAG 420
TTGCTGTTGACCTTCCATTTGGAACTCAG 420
TTGCTGTTGACCTTCCATTTGGAACTCAG 420
TTGCTGTTGACCTTCCATTTGGAACTCAG 420

TTAATGGTAGACATTTAGATTGTACTCAC 480
TTAATGGTAGACATTTAGATTGTACTCAC 480
TTAATGGTAGACATTTAGATTGTACTCAC 480
TTAATGGTAGACATTTAGATTGTACTCAC 480
TTAATGGTAGACATTTAGATTGTACTCAC 480
TTAATGGTAGACATTTAGATTGTACTCAC 480
TTAATGGTAGACATTTAGATTGTACTCAC 480
TTAATGGTAGACATTTAGATTGTACTCAC 480

AGAGTGTACTTTGTGAAGTACTGTCCACACA ACCTGCATGGTTATTGCTTTAATGAGAAG 540
AGAGTGTACTTTGTGAAGTACTGTCCACACA ACCTGCATGGTTATTGCTTTAATGAGAAG 540
AGAGTGTACTTTGTGAAGTACTGTCCACACA ACCTGCATGGTTATTGCTTTAATGAGAAG 540
AGAGTGTACTTTGTGAAGTACTGTCCACACA ACCTGCATGGTTATTGCTTTAATGAGAAG 540
AGAGTGTACTTTGTGAAGTACTGTCCACACA ACCTGCATGGTTATTGCTTTAATGAGAAG 540
AGAGTGTACTTTGTGAAGTACTGTCCACACA ACCTGCATGGTTATTGCTTTAATGAGAAG 540
AGAGTGTACTTTGTGAAGTACTGTCCACACA ACCTGCATGGTTATTGCTTTAATGAGAAG 540
AGAGTGTACTTTGTGAAGTACTGTCCACACA ACCTGCATGGTTATTGCTTTAATGAGAAG 540
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Ergebnisse

S-1190/09-6_7b
S-1190/09-7_7b
S-1190/09-4_7b
S-1190/09-3_7b
S-1190/09-1_7b
S-1190/09-8_7b
S-1190/09-5_7b
S-1190/09-2_7b

CTTAAGGTTTATGACCTGAAGCAACTCAGAA
CTTAAGGTTTATGACCTGAAGCAACTCAGAA
CTTAAGGTTTATGACCTGAAGCAACTCAGAA
CTTAAGGTTTATGACCTGAAGCAACTCAGAA
CTTAAGGTTTATGACCTGAAGCAACTCAGAA
CTTAAGGTTTATGACCTGAAGCAACTCAGAA
CTTAAGGTTTATGACCTGAAGCAACTCAGAA
CTTAAGGTTTATGACCTGAAGCAACTCAGAA

S-1190/09-6_7b
S-1190/09-7_7b
S-1190/09-4_7b
S-1190/09-3_7b
S-1190/09-1_7b
S-1190/09-8_7b
S-1190/09-5_7b
S-1190/09-2_7b

CATCATAAAATTGAGTTATAA 621
CATCATAAAATTGAGTTATAA 621
CATCATAAAATTGAGTTATAA 621
CATCATAAAATTGAGTTATAA 621
CATCATAAAATTGAGTTATAA 621
CATCATAAAATTGAGTTATAA 621
CATCATAAAATTGAGTTATAA 621
CATCATAAAATTGAGTTATAA 621

Khkhkkkkkkkkkkkkkkhkk

GCAAGAAGGTCTTCGAAAAACTTAACCAA 600
GCAAGAAGGTCTTCGAAAAACTTAACCAA 600
GCAAGAAGGTCTTCGAAAAACTTAACCAA 600
GCAAGAAGGTCTTCGAAAAACTTAACCAA 600
GCAAGAAGGTCTTCGAAAAACTTAACCAA 600
GCAAGAAGGTCTTCGAAAAACTTAACCAA 600
GCAAGAAGGTCTTCGAAAAACTTAACCAA 600
GCAAGAAGGTCTTCGAAAAACTTAACCAA 600

Abb. 25aldentische Sequenz von ORF 7b in allen Gewkben

S-1094/09

S-1094/09-2_7Db
S-1094/09-3_7b
S-1094/09-8_7b
S-1094/09-10_7b
S-1094/09-7_7b
S-1094/09-6_7b
S-1094/09-5_7b
S-1094/09-9_7b
S-1094/09-4_7Db

--CTTGGATCT--- 180
---CTTGGATCT--- 180
---CTTGGATCT--- 180
--CTTGGATCT--- 180
---CTTGGATCT--- 180
---CTTGGATCT--- 180
---CTTGGATCT--- 180
---CTTGAATCT--- 180
--CTTGGATCT--- 180

kkkkkkk kkkkkkk

Abb. 25b Sequenz von ORF 7b iiberwiegend identisch, Auftretenl Basenunterschied

S-1378/08

S-1378/08-2_7b
S-1378/08-6_7b
S-1378/08-4_7b

---GAATCAAAG--- 60
---GAATCAAAG--- 60
---GAATTAAAG--- 60

Khkhkkk khkkkkk

S-1378/08-2_7b
S-1378/08-6_7b
S-1378/08-4_7b

CAACATGCTCCT---TCCTAACTTGGGAGTT
CAACATGCTCCT---TCCTAACTTGGGAGTT
CGATATGATCCT---TCCTTACCTGGGAATT

* Kk kkk Akkkkkkkkkk kk kkkkk hk

S-1378/08-2_7b
S-1378/08-6_7b
S-1378/08-4_7Db

CACACTC---GATCACGTGTTGAA 180
CACACTC---GATCACGTGTTGAA 180
CATACTC---GATCTCGTGTCGAA 180

k% kkkkkkkkkkk kkkkk kkk

S-1378/08-2_7b
S-1378/08-6_7b
S-1378/08-4_7Db

K*kkkkkk

S-1378/08-2_7Db
S-1378/08-6_7b
S-1378/08-4_7b

---GTATTAGAGG--- 240
---GTATTAGAGG--- 240
--GTATAGGAGG--- 240

K*kkkkkk

~TTGATTTTT-TTTCTAATC--TAGA
~TTGATTTTT-TTTCTAATC--TAGA
~TTGACTTTT--TTTCCAATC--TAGA

S-1378/08-2_7b
S-1378/08-6_7b
S-1378/08-4_7b

ATTTTAGG---GAATTAACCTTAGGTTAG--
ATTTTAGG---GAATTAACCTTAGGTTAG--
ATTCTAGG---GAATCAATCTTAGATTAG--

*kk

*k kkkkk

93

ATTGCAACGTTTTGTGGGA 120
ATTGCAACGTTTTGTGGGA 120
GTTGCAACATTTCATAGGA 120

*hkkkkk kkk Kk kkk

TACTTT--- 300
TACTTT--- 300
CACTTT--- 300

kkkkkkkkk

- 360
- 360
- 360

*



Ergebnisse

S-1378/08-2_7Db
S-1378/08-6_7b
S-1378/08-4_7b

-—--TTGTTATAC---CTGTCGACCTTCCTTT
-—--TTGTTATAC---CTGTCGACCTTCCTTT
—--TTGTCATAC---CTGTTGACCTTCCATT

*k

S-1378/08-2_7b
S-1378/08-6_7b
S-1378/08-4_7b

---ACCACGACAGGGATTTTCAACACCC---
---ACCACGACAGGGATTTTCAACACCC---
---ACCATGACAGAGATTTTCAATACCC---

*kkkk

S-1378/08-2_7b  ---CTTTGATGAGAAG 540
S-1378/08-6_7b  ---CTTTGATGAGAAG 540

S-1378/08-4_7b  ---CTTTAATGAGAAG 540

Khkhkkk khkkkkkk

S-1378/08-2_7b  ---ACCACCATTATAAAA 610
S-1378/08-6_7b  ---ACCACCATTATAAAA 610
S-1378/08-4_7b  ---ACCAACATCATAAAA 610

dkkkkkk Kkkk dokkkkk

TGGGACTCAG 420
TGGGACTCAG 420
TGGGACCCAG 420

*kkkkk kkk

480
480
480

Abb. 25c GréRere Unterschiede (> 10 Basen) zwischen Segquenss verschiedenen Geweben

! |dentische Basen sind mit" Unterschiede mit." gekennzeichnet.

Die Isolate aus dem Darm (S-1378/08-4) unterschiesiith an 32/621 Positionen von denen

aus dem Netz (S-1378/08-2) und dem Mesenteriallkmpien (S-1378/08-6).

Die

zusatzliche Sequenzierung mit dem Reverse PrimeridR konnte die von den anderen

beiden Geweben abweichenden Basen in den Darngadastatigen.

Wie auch bei ORF 3c ergab der Vergleich von Seqeremais unterschiedlichen Tieren eine

deutlich héhere Variabilitat als innerhalb ein wwtselben Katze.
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Ergebnisse

4.8 Aminosauresequenzen

Mit Hilfe des webbasierten Programms EXPASy Traesldool (Swiss Institute of
Bioinformatics, Schweiz) wurden die Nukleinsduressgen in die entsprechenden
Aminosauresequenzen Ubersetzt. Nur so konnte eussalye dartber getroffen werden, ob
sich etwaige Mutationen auf die Synthese einesnpetien Genprodukts von ORF 3c

beziehungsweise ORF 7b auswirkten.

4.8.1 Aminosauresequenzen von ORF 3c

Bei einer Genlange von 714 Basen ist eine Sequem288 Aminosauren zu erwarten, wie es
auch bei dem felinen enteralen Coronavirus FEC\&6Fall ist. Von den untersuchten FIP-
Katzen fand sich bei insgesamt 10/19 ebenfallseddgsinosauresequenziange. Es gab jedoch
bei einzelnen dieser Katzen auch Gewebe, derene8een kirzer waren (siehe Tabelle 14).
Die Isolate aus den ubrigen Tieren wiesen Sequewpen 219-237 Aminosauren auf.
Allerdings zeigten sich bei 14/19 Katzen in dernsebredenen Isolaten innerhalb der Sequenz
auftretende Stopcodons, die zum Kettenabbruch ber @&roteinsynthese fiihren.
Durchgehende Sequenzen ohne Stopcodons fandehesiden Katzen S-743/08, S-1004/08
mit Ausnahme des Isolates aus dem Zwerchfell, /087 S-222/09, S-1190/09 und S-
186/10. Bei der Katze S-518/10 war nur die Darmeagurei von Stopcodons innerhalb des
Gens. Abbildung 26 stellt Beispiele der erhalteAemnosauresequenzdaten zusammen. Eine
Ubersicht tber die Aminosauresequenzen aller Katsgnin Tabelle 14 im Anhang

dargestellt.

S-1190/09

S-1190/09-6as
S-1190/09-7as
S-1190/09-5as
S-1190/09-3as
S-1190/09-2as
S-1190/09-1as
S-1190/09-4as
S-1190/09-8as

MIGGLFLNTLSFIVTNQHVIVNNTPHFENSIAQ
MIGGLFLNTLSFIVTNQHVIVNNTPHFNSIAQ
MIGGLFLNTLSFIVTNQHVIVNNTPHFNSIAQ
MIGGLFLNTLSFIVTNQHVIVNNTPHFENSIAQ
MIGGLFLNTLSFIVTNQHVIVNNTPHFENSIAQ
MIGGLFLNTLSFIVTNQHVIVNNTPHFNSIAQ
MIGGLFLNTLSFIVTNQHVIVNNTPHFNSIAQ
MIGGLFLNTLSFIVTNQHVIVNNTPHFENSIAQ

S-1190/09-6as
S-1190/09-7as
S-1190/09-5as
S-1190/09-3as
S-1190/09-2as
S-1190/09-1as
S-1190/09-4as
S-1190/09-8as

YRSTNFKVCVGVLMFKIVSMTLIGPMLVAFGY
YRSTNFKVCVGVLMFKIVSMTLIGPMLVAFGY
YRSTNFKVCVGVLMFKIVSMTLIGPMLVAFGY
YRSTNFKVCVGVLMFKIVSMTLIGPMLVAFGY
YRSTNFKVCVGVLMFKIVSMTLIGPMLVAFGY
YRSTNFKVCVGVLMFKIVSMTLIGPMLVAFGY
YRSTNFKVCVGVLMFKIVSMTLIGPMLVAFGY
YRSTNFKVCVGVLMFKIVSMTLIGPMLVAFGY

95

QHHVVSASIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
QHHVVSASIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
QHHVVSASIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
QHHVVSASIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
QHHVVSASIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
QHHVVSASIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
QHHVVSASIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
QHHVVSASIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60

YIDGIVTTTVLALRFVYLAYFWYVNSRF 120
YIDGIVTTTVLALRFVYLAYFWYVNSRF 120
YIDGIVTTTVLALRFVYLAYFWYVNSRF 120
YIDGIVTTTVLALRFVYLAYFWYVNSRF 120
YIDGIVTTTVLALRFVYLAYFWYVNSRF 120
YIDGIVTTTVLALRFVYLAYFWYVNSRF 120
YIDGIVTTTVLALRFVYLAYFWYVNSRF 120
YIDGIVTTTVLALRFVYLAYFWYVNSRF 120




Ergebnisse

S-1190/09-6as
S-1190/09-7as
S-1190/09-5as
S-1190/09-3as
S-1190/09-2as
S-1190/09-1as
S-1190/09-4as
S-1190/09-8as

EFILYNTTTLMFVHDRVAPFMRSSHGSIYVTL
EFILYNTTTLMFVHDRVAPFMRSSHGSIYVTL
EFILYNTTTLMFVHDRVAPFMRSSHGSIYVTL
EFILYNTTTLMFVHDRVAPFMRSSHGSIYVTL
EFILYNTTTLMFVHDRVAPFMRSSHGSIYVTL
EFILYNTPTLMFVHDRVAPFMRSSHGSIYVTL
EFILYNTPTLMFVHDRVAPFMRSSHGSIYVTL
EFILYNTPTLMFVHDRVAPFMRSSHGSIYVTL

S-1190/09-6as
S-1190/09-7as
S-1190/09-5as
S-1190/09-3as
S-1190/09-2as
S-1190/09-1as
S-1190/09-4as
S-1190/09-8as

LVRADLTVVRAVELLNGDFIYIFSQEAVVGVY
LVRADLTVVRAVELLNGDFIYIFSQEAVVGVY
LVRADLTVVRAVELLNGDFIYIFSQEAVVGVY
LVRADLTVVRAVELLNGDFIYIFSQEAVVGVY
LVRADLTVVRAVELLNGDFIYIFSQEAVVGVY
LVRADLTVVRAVELLNGDFIYIFSQEAVVGVY
LVRADLTVVRAVELLNGDFIYIFSQEAVVGVY
LVRADLTVVRAVELLNGDFIYIFSQEAVVGVY

YGGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRG 180
YGGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRG 180
YGGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRG 180
YGGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRG 180
YGGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRG 180
YGGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRG 180
YGGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRG 180
YGGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRG 180

DAAFSQAVINEIDLKEEEERVYDVS- 238
DAAFSQAVINEIDLKEEEERVYDVS- 238
DAAFSQAVINEIDLKEEEERVYDVS- 238
DAAFSQAVINEIDLKEEEERVYDVS- 238
DAAFSQAVINEIDLKEEEERVYDVS- 238
DAAFSQAVINEIDLKEEEERVYDVS- 238
DAAFSQAVINEIDLKEEEERVYDVS- 238
DAAFSQAVINEIDLKEEEERVYDVS- 238

Abb. 26a Sequenz von 238 Aminosauren, durchlaufende Seaqlere Stopcoddn?

S-1074/08

S-1074/08-10as
S-1074/08-11as
S-1074/08-6as
S-1074/08-2as
S-1074/08-3as
S-1074/08-7as
S-1074/08-8as

MIGGLFLNTLSFIVTN-HVVVNNTPHLQTVV
MIGGLFLNTLSFIVTN-HVVVNNTPHLQTVV
MIGGLFLNTLSFIVTN-HVVVNNTPHLQTVV
MIGGLFLNTLSFIVTN-HVVVNNTPHLQTVV
MIGGLFLNTLSFIVTN-HVVVNNTPHLQTVV
MIGGLFLNTLSFIVTN-HVVVNNTPHLQTVV
MIGGLFLNTLSFIVTN-HVVVNNTPHLQTVV

S-1074/08-10as
S-1074/08-11as
S-1074/08-6as
S-1074/08-2as
S-1074/08-3as
S-1074/08-7as
S-1074/08-8as

AVLFVLFLALYRSTNFKVCVGVLMFKIVSMT

AVLFVLFLALYRSTNFKVCVGVLMFKIVSMT
AVLFVLFLALYRSTNFKVCVGVLMFKIVSMT
AVLFVLFLALYRSTNFKVCVGVLMFKIVSMT
AVLFVLFLALYRSTNFKVCVGVLMFKIVSMT
AVLFVLFLALYRSTNFKVCVGVLMFKIVSMT
AVLFVLFLALYRSTNFKVCVGVLMFKIVSMT

S-1074/08-10as
S-1074/08-11as
S-1074/08-6as
S-1074/08-2as
S-1074/08-3as
S-1074/08-7as
S-1074/08-8as

TVLALRFLYLAYFWYVNSRFEFILYNTTTLM

TVLALRFLYLAYFWYVNSRFEFILYNTTTLM
TVLALRFLYLAYFWYVNSRFEFILYNTTTLM
TVLALRFLYLAYFWYVNSRFEFILYNTTTLM
TVLALRFLYLAYFWYVNSRFEFILYNTTTLM
TVLALRFLYLAYFWYVNSRFEFILYNTTTLM
TVLALRFLYLAYFWYVNSRFEFILYNTTTLM

S-1074/08-10as
S-1074/08-11as
S-1074/08-6as
S-1074/08-2as
S-1074/08-3as
S-1074/08-7as
S-1074/08-8as

TLYGGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRGL

TLYGGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRGL
TLYGGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRGL
TLYGGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRGL
TLYGGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRGL
TLYGGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRGL
TLYGGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRGL

S-1074/08-10as
S-1074/08-11as
S-1074/08-6as
S-1074/08-2as
S-1074/08-3as
S-1074/08-7as
S-1074/08-8as

YIFSQEAVVGVYNAAFSQAVINEIDLKEEEE
YIFSQEAVVGVYNAAFSQAVINEIDLKEEEE
YIFSQEAVVGVYNAAFSQAVINEIDLKEEEE
YIFSQEAVVGVYNAAFSQAVINEIDLKEEEE
YIFSQEAVVGVYNAAFSQAVINEIDLKEEEE
YIFSQEAVVGVYNAAFSQAVINEIDLKEEEE
YIFSQEAVVGVYNAAFSQAVINEIDLKEEEE

QQHHVVSANIKSFHLEFSI 49
QQHHVVSANIKSFHLEFSI 49
QQHHVVSANIKSFHLEFSI 49
QQHHVVSANIKSFHLEFSI 49
QQHHVVSANIKSFHLEFSI 49
QQHHVVSANIKSFHLEFSI 49
QQHHVVSANIKSFHLEFSI 49

Fokdokkkkkkkkkkkkkkkk

LIGPMLIAFDYYIDGIVTT 99
LIGPMLIAFDYYIDGIVTT 99
LIGPMLIAFDYYIDGIVTT 99
LIGPMLIAFDYYIDGIVTT 99
LIGPMLIAFDYYIDGIVTT 99
LIGPMLIAFDYYIDGIVTT 99
LIGPMLIAFDYYIDGIVTT 99

Fokdokkkkkkkkkkkkkkkk

FVHDRAAPFMRSSHGSIYV 149
FVHDRAAPFMRSSHGSIYV 149
FVHDRAAPFMRSSHGSIYV 149
FVHDRAAPFMRSSHGSIYV 149
FVHDRAAPFMRSSHGSIYV 149
FVHDRAAPFMRSSHGSIYV 149
FVHDRAAPFMRSSHGSIYV 149

*hkkkkkkkkkkkkkkhkk

VRADLTVVRAVELLNGDFI 199
VRADLTVVRAVELLNGDFI 199
VRADLTVVRAVELLNGDFI 199
VRADLTVVRAVELLNGDFI 199
VRADLTVVGAVELLNGDFI 199
VRADLTVVGAVELLNGDFI 199
VRADLTVVGAVELLNGDFI 199

*hkkkkkk kkkkkkkkkk

RVYDVS- 238
RVYDVS- 238
RVYDVS- 238
RVYDVS- 238
RVYDVS- 238
RVYDVS- 238
RVYDVS- 238

*khkkkkk

Abb. 26b Sequenz von 238 Aminoséuren, mit dazwischen liggenStopcoddn?

96



Ergebnisse

S-186/10

S-186/10-2as
S-186/10-3as
S-186/10-4as
S-186/10-5as
S-186/10-7as
S-186/10-6as

MIGGLFLNTLSFIVTNHHVIVNNTPHVNSIVQQ
MIGGLFLNTLSFIVTNHHVIVNNTPHVNSIVQQ
MIGGLFLNTLSFIVTNHHVIVNNTPHVNSIVQQ
MIGGLFLNTLSFIVTNHHVIVNNTPHVNSIVQQ
MIGGLFLNTLSFIVTNHHVIVNNTPHVNSIVQQ
MIGGLFLNTLSFIVTNHHVIVNNTPHVNSIVQQ

S-186/10-2as
S-186/10-3as
S-186/10-4as
S-186/10-5as
S-186/10-7as
S-186/10-6as

YRSTNFKVCVSVLMFKIVSMTLIGPMLIAFGYY
YRSTNFKVCVSVLMFKIVSMTLIGPMLIAFGYY
YRSTNFKVCVSVLMFKIVSMTLIGPMLIAFGYY
YRSTNFKVCVSVLMFKIVSMTLIGPMLIAFGYY
YRSTNFKVCVSVLMFKIVSMTLIGPMLIAFGYY
YRSTNFKVCVSVLMFKIVSMTLIGPMLIAFGYY

S-186/10-2as
S-186/10-3as
S-186/10-4as
S-186/10-5as
S-186/10-7as
S-186/10-6as

EFILYNTTTLMFVHDRAAPFMRSSHGSIYVTLY
EFILYNTTTLMFVHDRAAPFMRSSHGSIYVTLY
EFILYNTTTLMFVHDRAAPFMRSSHGSIYVTLY
EFILYNTTTLMFVHDRAAPFMRSSHGSIYVTLY
EFILYNTTTLMFVHDRAAPFMRSSHGSIYVTLY
EFILYNTTTLMFVHDRAAPFMRSSHGSIYVTLY

S-186/10-2as
S-186/10-3as
S-186/10-4as
S-186/10-5as
S-186/10-7as
S-186/10-6as

LVRADLTVVRAVELLNGDFIYIFSQEAVGVYNA
LVRADLTVVRAVELLNGDFIYIFSQEAVGVYNA
LVRADLTVVRAVELLNGDFIYIFSQEAVGVYNA
LVRADLTVVRAVELLNGDFIYIFSQEAVGVYNA
LVRADLTVVRAVELLNGDFIYIFSQEAVGVYNA
LVRADLTVVRAVELLNGDFIYIFSQEAVGVYNA

HHVVSASIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
HHVVSASIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
HHVVSASIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
HHVVSASIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
HHVVSASIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
HHVVSASIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60

IDGIVTTTVLALRFIYLAYFWYVNSRF 120
IDGIVTTTVLALRFIYLAYFWYVNSRF 120
IDGIVTTTVLALRFIYLAYFWYVNSRF 120
IDGIVTTTVLALRFIYLAYFWYVNSRF 120
IDGIVTTTVLALRFIYLAYFWYVNSRF 120
IDGIVTTTVLALRFIYLAYFWYVNSRF 120

GGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRG 180
GGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRG 180
GGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRG 180
GGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRG 180
GGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRG 180
GGINYMFVNDLTLHFVDPMLVGIAIRG 180

AFSQAVINEIDLKEEEERVYDVS- 237
AFSQAVINEIDLKEEEERVYDVS- 237
AFSQAVINEIDLKEEEERVYDVS- 237
AFSQAVINEIDLKEEEERVYDVS- 237
AFSQAVINEIDLKEEEERVYDVS- 237
AFSQAVINEIDLKEEEERVYDVS- 237

Abb. 26¢ Sequenz von 237 Aminosauren, durchlaufende Seaqlere Stopcoddn?

S-284/09

S-284/09-2as
S-284/09-3as
S-284/09-6as
S-284/09-8as
S-284/09-9as
S-284/09-10as
S-284/09-11as

MIGGLFLNTLSFIVTNQHVVVNNTPHAVSTFQ
MIGGLFLNTLSFIVTNQHVVVNNTPHAVSTFQ
MIGGLFLNTLSFIVTNQHVVVNNTPHAVSTFQ
MIGGLFLNTLSFIVTNQHVVVNNTPHAVSTFQ
MIGGLFLNTLSFIVTNQHVVVNNTPHAVSTFQ
MIGGLFLNTLSFIVTNQHVVVNNTPHAVSTFQ
MIGGLFLNTLSFIVTNQHVVVNNTPHAVSTFQ

S-284/09-2as
S-284/09-3as
S-284/09-6as
S-284/09-8as
S-284/09-9as
S-284/09-10as
S-284/09-11as

YRITNFKMCVGVLMFKIVSMTLIGPMLSIWLL
YRITNFKMCVGVLMFKIVSMTLIGPMLSIWLL
YRITNFKMCVGVLMFKIVSMTLIGPMLSIWLL
YRITNFKMCVGVLMFKIVSMTLIGPMLSIWLL
YRITNFKMCVGVLMFKIVSMTLIGPMLSIWLL
YRITNFKMCVGVLMFKIVSMTLIGPMLSIWLL
YRITNFKMFVGVLMFKIVSMTLIGPMLSIWLL

S-284/09-2as
S-284/09-3as
S-284/09-6as
S-284/09-8as
S-284/09-9as
S-284/09-10as
S-284/09-11as

NDTNVCT-QSCTVYEKFSRLYLCHIIWRHKLY
NDTNVCT-QSCTVYEKFSRLYLCHIIWRHKLY
NDTNVCT-QSCTVYEKFSRLYLCHIIWRHKLY
NDTNVCT-QSCTVYEKFSRLYLCHIIWRHKLY
NDTNVCT-QSCTVYEKFSRLYLCHIIWRHKLY
NDTNVCT-QSCTVYEKFSRLYLCHIIWRHKLY
NDTNVCT-QSCTVYEKFSRLYLCHIIWRHKLY

S-284/09-2as
S-284/09-3as
S-284/09-6as
S-284/09-8as
S-284/09-9as
S-284/09-10as
S-284/09-11as

SC-SS-TSQW-FYLYIFTGGRRRSLQCSLFSC
SC-SS-TSQW-FYLYIFTGGRRRSLQCSLFSC
SC-SS-TSQW-FYLYIFTGGRRRSLQCSLFSC
SC-SS-TSQW-FYLYIFTGGRRRSLQCSLFSC
SC-SS-TSQW-FYLYIFTGGRRRSLQCSLFSC
SC-SS-TSQW-FYLYIFTGGRRRSLQCSLFSC
SC-SS-TSQW-FYLYIFTGGRRRSLQCSLFSC
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QHHVVNANIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
QHHVVNANIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
QHHVVNANIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
QHHVVNANIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
QHHVVNANIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
QHHVVNANIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60
QHHVVNANIKSFHLEFSIAVLFVLFLAL 60

HRWHCDNNCLSFKIRLLSILLVC-Q-lY 118
HRWHCDNNCLSFKIRLLSILLVC-Q-lY 118
HRWHCDNNCLSFKIRLLSILLVC-Q-lY 118
HRWHCDNNCLSFKIRLLSILLVC-Q-lY 118
HRWHCDNNCLSFKIRLLSILLVC-Q-lY 118
HRWHCDNNCLSFKIRLLSILLVC-Q-lY 118
HRWHCDNNCLSFKIRLLSILLVC-Q-lY 118

VRE-SYVAFCRPYACRHSYTWPSSC-SN 175
VRE-SYVAFCRPYACRHSYTWPSSC-SN 175
VRE-SYVAFCRPYACRHSYTWPSSC-SN 175
VRE-SYVAFCRPYACRHSYTWPSSC-SN 175
VRE-SYVAFCRPYACRHSYTWPSSC-SN 175
VRE-SYVAFCRPYACRHSYTWPSSC-SN 175
VRE-SYVAFCRPYACRHSYTWPSSC-SN 175

GYKRN-FERRRRTCL-CFL 231
GYKRN-FERRRRTCL-CFL 231
GYKRN-FERRRRTCL-CFL 231
GYKRN-FERRRRTCL-CFL 231
GYKRN-FERRRRTCL-CFL 231
GYKRN-FERRRRTCL-CFL 231
GYKRN-FERRRRTCL-CFL 231
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Abb. 26d Sequenz von 231 Aminosauren, mit dazwischen liegiei&topcodorts®

tJeder Grof3buchstabe in den Sequenzvergleichendstiedi fiir eine Aminoséaure (Einbuchstabencodegsieh
Abbildung 29, Kapitel 9.2).

“Stopcodons sind mit "-", Sequenzabweichungen rhig¢kennzeichnet.

4.8.1.1 Haufigkeit des Auftretens von Stopcodons bEECV und FIPV

Die ORF 3c-Sequenzen von 35 FECV (Tabelle 16 im ahgh wurden auf das
Vorhandensein von Stopcodons in der Basensequeegpriift und mit der gefundenen
Haufigkeit von Stopcodons in den isolierten FIP\&8men in Beziehung gesetzt. Wahrend
bei 14 der insgesamt 19 Katzen mit vollstandig iegednden Sequenzdaten Stopcodons
innerhalb von 3c gefunden werden konnten, zeigteekeder untersuchten FECV-Stamme

frihzeitige Stopcodons.

Stopcodon + tofodon - Gesamt
FIPV 14 5 19
FECV 0 35 35
Gesamt 14 40 54

Abb. 27 Vierfelder-Tafel zur Auswertundes Auftretens von Stopcodons in 3c bei FIPV ufitC¥

Der exakte Test nach Fisher ergab eine hoch dignifé Haufung von Stopcodons in der
Sequenz von 3c bei FIPV im Vergleich zu FECV (p,6001).

In der nachfolgenden Grafik ist zur Ubersicht efiesammenstellung des Auftretens von
Stopcodons und Deletionen der 19 FIP-Katzen daeliie@bbildung 28).
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FIP-Katze
S-743/08

_—/ SC\\.

Stopcodon -

Deletion +

Deletio Stopcodon +

X

S-1004/08

X X (Zw)

X (aul3er Zw)

S-1074/08

S-1378/08

S-219/09

S-222/09

S-284/09

S-448/09

S-1010/09

S-1094/09

S-1129/09

(Ni)

>
< | X | > |Xx

X (aul3er Ni)

S-1190/09

X

S-1300/09

X X

S-13/10

X X

S-186/10

X

S-367/10

X

X

S-518/10

X (auRer Da)

x (Da) X (aul3er Da)

&)(D

S-1349/10

X

X

S-1448/10

X (aul3er Bw)

X (Bw) X

Abb. 28:Auftreten von Deletionen und/oder Stopcodons
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4.8.2 Aminosauresequenzen von ORF 7b

Das 621 Basen lange 7b-Gen codiert fur ein Prdiegiehend aus 207 Aminosauren. Diese
Sequenzlange fand sich bei 25/26 7b-positiven KatBei den Isolaten der Katze S-1221/08
war die Sequenz nur 205 Aminoséauren lang. InnertdathGens liegende Stopcodons traten
allerdings in keinem Isolat der 26 verschiedenetzé&aauf.

Abbildung 29 stellt ausgewdéhlte Beispiele der Arms@uresequenzen zusammen. Eine

Ubersicht Uiber die Aminosauresequenzen aller Katearhaltet Tabelle 15 im Anhang.

S-1190/09

S-1190/09-1as
S-1190/09-2as
S-1190/09-3as
S-1190/09-4as
S-1190/09-5as
S-1190/09-6as
S-1190/09-8as
S-1190/09-7as

MIAVLLVCFLLANGIKATTAQNDLHEHPVLTW
MIAVLLVCFLLANGIKATTAQNDLHEHPVLTW
MIAVLLVCFLLANGIKATTAQNDLHEHPVLTW
MIAVLLVCFLLANGIKATTAQNDLHEHPVLTW
MIAVLLVCFLLANGIKATTAQNDLHEHPVLTW
MIAVLLVCFLLANGIKATTAQNDLHEHPVLTW
MIAVLLVCFLLANGIKATTAQNDLHEHPVLTW
MIAVLLVCFLLANGIKATTAQNDLHEHPVLTW

S-1190/09-1as
S-1190/09-2as
S-1190/09-3as
S-1190/09-4as
S-1190/09-5as
S-1190/09-6as
S-1190/09-8as
S-1190/09-7as

CESIEGFNCTWPGFQNPAHDHIDFYFDLSNSF
CESIEGFNCTWPGFQNPAHDHIDFYFDLSNSF
CESIEGFNCTWPGFQNPAHDHIDFYFDLSNSF
CESIEGFNCTWPGFQNPAHDHIDFYFDLSNSF
CESIEGFNCTWPGFQNPAHDHIDFYFDLSNSF
CESIEGFNCTWPGFQNPAHDHIDFYFDLSNSF
CESIEGFNCTWPGFQNPAHDHIDFYFDLSNSF
CESIEGFNCTWPGFQNPAHDHIDFYFDLSNSF

S-1190/09-1as
S-1190/09-2as
S-1190/09-3as
S-1190/09-4as
S-1190/09-5as
S-1190/09-6as
S-1190/09-8as
S-1190/09-7as

KRLNVGCHTSFAVDLPFGTQLYHDRDFQHPVN
KRLNVGCHTSFAVDLPFGTQLYHDRDFQHPVN
KRLNVGCHTSFAVDLPFGTQLYHDRDFQHPVN
KRLNVGCHTSFAVDLPFGTQLYHDRDFQHPVN
KRLNVGCHTSFAVDLPFGTQLYHDRDFQHPVN
KRLNVGCHTSFAVDLPFGTQLYHDRDFQHPVN
KRLNVGCHTSFAVDLPFGTQLYHDRDFQHPVN
KRLNVGCHTSFAVDLPFGTQLYHDRDFQHPVN

S-1190/09-1as
S-1190/09-2as
S-1190/09-3as
S-1190/09-4as
S-1190/09-5as
S-1190/09-6as
S-1190/09-8as
S-1190/09-7as

LKVYDLKQLRSKKVFEKLNQHHKIEL- 207
LKVYDLKQLRSKKVFEKLNQHHKIEL- 207
LKVYDLKQLRSKKVFEKLNQHHKIEL- 207
LKVYDLKQLRSKKVFEKLNQHHKIEL- 207
LKVYDLKQLRSKKVFEKLNQHHKIEL- 207
LKVYDLKQLRSKKVFEKLNQHHKIEL- 207
LKVYDLKQLRSKKVFEKLNQHHKIEL- 207
LKVYDLKQLRSKKVFEKLNQHHKIEL- 207

EWLQHFIGHTLYITTHQVLALPLGSRVE 60
EWLQHFIGHTLYITTHQVLALPLGSRVE 60
EWLQHFIGHTLYITTHQVLALPLGSRVE 60
EWLQHFIGHTLYITTHQVLALPLGSRVE 60
EWLQHFIGHTLYITTHQVLALPLGSRVE 60
EWLQHFIGHTLYITTHQVLALPLGSRVE 60
EWLQHFIGHTLYITTHQVLALPLGSRVE 60
EWLQHFIGHTLYITTHQVLALPLGSRVE 60

YSFVDNFYVVGEGNQRVNLRLVGAVPKQ 120
YSFVDNFYVVGEGNQRVNLRLVGAVPKQ 120
YSFVDNFYVVGEGNQRVNLRLVGAVPKQ 120
YSFVDNFYVVGEGNQRVNLRLVGAVPKQ 120
YSFVDNFYVVGEGNQRVNLRLVGAVPKQ 120
YSFVDNFYVVGEGNQRVNLRLVGAVPKQ 120
YSFVDNFYVVGEGNQRVNLRLVGAVPKQ 120
YSFVDNFYVVGEGNQRVNLRLVGAVPKQ 120

GRHLDCTHRVYFVKYCPHNLHGYCFNEK 180
GRHLDCTHRVYFVKYCPHNLHGYCFNEK 180
GRHLDCTHRVYFVKYCPHNLHGYCFNEK 180
GRHLDCTHRVYFVKYCPHNLHGYCFNEK 180
GRHLDCTHRVYFVKYCPHNLHGYCFNEK 180
GRHLDCTHRVYFVKYCPHNLHGYCFNEK 180
GRHLDCTHRVYFVKYCPHNLHGYCFNEK 180
GRHLDCTHRVYFVKYCPHNLHGYCFNEK 180

Abb. 29a Sequenz von 207 Aminoséuren, identische SequereStopcodof 2
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S-1378/08

S-1378/08-2as
S-1378/08-6as
S-1378/08-4as

MIVVLLVCVFLANGIKATTVQHAPHEHPVLTW
MIVVLLVCVFLANGIKATTVQHAPHEHPVLTW
MIVVLLVCVFLANGIKATTVRYDPHEHPVLTW

S-1378/08-2as
S-1378/08-6as
S-1378/08-4as

*kkk

S-1378/08-2as
S-1378/08-6as
S-1378/08-4as

CESIRGFNCTWPGFQNPAHDHVDFYFDLSNPF
CESIRGFNCTWPGFQNPAHDHVDFYFDLSNPF
CESIGGFNCTWPGFQNPAHDHVDFYFDLSNPF

KRLNVGCYTSFAVDLPFGTQIYHDRDFQHPVS
KRLNVGCYTSFAVDLPFGTQIYHDRDFQHPVS

S-1378/08-2as
S-1378/08-6as
S-1378/08-4as

KRLNVGCHTSFAVDLPFGTQIYHDRDFQYPVS

*k%

LKVYNLTQLRSKKVFDRINHHYKTEL- 207
LKVYNLTQLRSKKVFDRINHHYKTEL- 207
LKVYNLTQLRSKKVFDRINQHHKTEL- 207

Khkkkkkkkkkkkkhkhkk * hkkk

Abb. 29b Sequenz von 207 Aminoséuren, Sequenzabweichuvgsnhen Geweben, ohne Stopcotdén

S-1221/08

S-1221/08-2as
S-1221/08-3as
S-1221/08-6as
S-1221/08-4as

MIVVLLVCILANGIKATDVQYNPHEHPVLTWE
MIVVLLVCILANGIKATDVQYNPHEHPVLTWE
MIVVLLVCILANGIKATDVQYNPHEHPVLTWE
MIVVLLVCILANGIKATDVQYNPHEHPVLTWE

S-1221/08-2as
S-1221/08-3as
S-1221/08-6as
S-1221/08-4as

ELLQRFVGHTLYITTNQVLALPLGSRVE 60
ELLQRFVGHTLYITTNQVLALPLGSRVE 60
ELLQHFIGHTLYITTNQVLALPLGSRVE 60

*kkk Kk kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

YSFVDTFYILGEGNQRINLRLVGAVPKQ 120
YSFVDTFYILGEGNQRINLRLVGAVPKQ 120
YSFVDTFYILGEGNQRINLRLVGAVPKQ 120

GRHLECTHRVYFVKYCPHNLHGYCFDEK 180

GRHLECTHRVYFVKYCPHNLHGYCFDEK 180

GRHLECTHRVYFVKYCPHNLHGYCFNEK 180
**

LLQHFVGRTLYITTHQVLALPLGSRVEC 60
LLQHFVGRTLYITTHQVLALPLGSRVEC 60
LLQHFVGRTLYITTHQVLALPLGSRVEC 60
LLQHFVGRTLYITTHQVLALPLGSRVEC 60

ESVEGFNCTWPGFQNPAHDHVDFHFDLSNPFY SFVDTFYLGEGSQRINLRLVGAVPKQKR 120
ESVEGFNCTWPGFQNPAHDHVDFHFDLSNPFY SFVDTFYLGEGSQRINLRLVGAVPKQKR 120
ESVEGFNCTWPGFQNPAHDHVDFHFDLSNPFY SFVDTFYLGEGSQRINLRLVGAVPKQKR 120
ESVEGFNCTWPGFQNPAHDHVDFHFDLSNPFY SFVDTFYLGEGSQRINLRLVGAVPKQKR 120

S-1221/08-2as
S-1221/08-3as
S-1221/08-6as
S-1221/08-4as

LNVGCHTSFAVDLPFGTQIYHDKDFQYPVNGR
LNVGCHTSFAVDLPFGTQIYHDKDFQYPVNGR
LNVGCHTSFAVDLPFGTQIYHDKDFQYPVNGR
LNVGCHTSFAVDLPFGTQIYHDKDFQYPVNGR

S-1221/08-2as
S-1221/08-3as
S-1221/08-6as
S-1221/08-4as

VYDLKQLRSKKVFDKLNQHYKTEL- 205
VYDLKQLRSKKVFDKLNQHYKTEL- 205
VYDLKQLRSKKVFDKLNQHYKTEL- 205
VYDLKQLRSKKVFDKLNQHYKTEL- 205

HLECTHRVYFVKYCPYNMHGYCFNEKLK 180
HLECTHRVYFVKYCPYNMHGYCFNEKLK 180
HLECTHRVYFVKYCPYNMHGYCFNEKLK 180
HLECTHRVYFVKYCPYNMHGYCFNEKLK 180

Abb. 29c¢ Sequenz von 205 Aminoséuren, identische Sequeme Stopcodon?

*Jeder GroRRbuchstabe in den Sequenzvergleichendstéi fur eine Aminosaure (Einbuchstabencodegsieh

Abbildung 29, Kapitel 9.2).

“Stopcodons sind mit "-", Sequenzabweichungen rhigekennzeichnet.
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4.9 Geschlechterverteilung der Katzen mit Deletioneund/oder Stopcodons
in ORF 3c
Die nachfolgende Abbildung gibt eine Ubersicht ith@s Geschlecht der Katzen mit nachge-

wiesenen Deletionen beziehungsweise Stopcodons:

Anzahl Katzen mit Anzahl Katzen mit
Deletionen: 11 Stopcodons: 14
| |
1 | | |
mannlich: 7 weiblich: 4 mannlich: 8 weiblich: 6
davon davon davon davon
kastriert: 2 kastriert: 1 kastriert: 1 kastriert: 1

Abb. 30 Geschlechterverteilung der FIP-Katzen mit DeletidBéopcodons

4.10 Mutationen und pathologisch-anatomische Veraretungen

Es wurde versucht, die bei der Sektion gefundendftypischen Veranderungen der
untersuchten Katzen mit den Mutationen im 3c-Gemé@ziehung zu setzen. Von den 19
Katzen mit vollstdndig auswertbaren Sequenzdatagiezel3 in der Sektion eine exsudative
Entziindung, 6 eine rein granulomatose (siehe T@al4dl). Deletionen traten bei 8/13 Katzen
mit primar feuchter FIP und bei 3/6 Tieren mit kener Form auf. Stopcodons konnten in
9/13 Fallen mit feuchter beziehungsweise in 5/éelRamit trockener FIP festgestellt werden.
Anhaltspunkte dafir, dass bestimmte Organe bevbraugerte 3c-Gensequenzen aufwiesen,
ergaben sich nicht. Falls ORF 3c nicht intakt vgrlso betraf das in der Regel alle Gewebe
einer Katze. Es lieRen sich jedoch Ausnahmen hiefeststellen: Bei der Katze S-518/10
fand sich nur in den nicht enteralen Sequenzerswpcodon innerhalb der Basensequenzen,
wéahrend die Aminosduresequenz aus dem Darm inteletg Bei der Katze S-1004/08 zeigte
nur das Isolat aus dem Zwerchfell ein Stopcodorerimalb der Sequenz von 3c, das die
Sequenzen der Ubrigen Gewebe nicht aufwiesen. RizeKS-1129/09 war bis auf die
Sequenz aus der Niere frei von Deletionen. Bei &1¥ hingegen waren die Sequenzen

aller Gewebe mit Ausnahme der Bauchwand von Deletidoetroffen (Tabelle 14).
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5 Diskussion

Die feline infektiose Peritonitis stellt auch heutech die Tierarzteschaft vor das grof3e
Problem, dass bei gestellter Diagnose keine zulukigifihrende Therapie zur Verfiigung
steht. Aul3erdem existiert keine Impfung, die efiekbr der Erkrankung schiitzt. Die grofite
Schwierigkeit bei der Bekampfung der FIP bestethesiich darin, dass immer noch recht
wenig Uber ihre Pathogenese bekannt ist. Ob digkkmachende Wirkung hauptsachlich vom
Virus selbst, vom Immunsystem der Katze oder vaddm ausgeht, weil3 man bisher nicht.
Die aktuelle Vorstellung des Auftretens zweier Bp@n (FECV und FIPV) stellte primar das
Virus in den Fokus der Betrachtung. Obwohl schame drReihe an Untersuchungen des
Virusgenoms vorgenommen wurden, konnte bislang &&n identifiziert werden, das eine
eindeutige Unterscheidung von FECV und FIPV zulidl®ennoch findet sich in der Literatur
weitverbreitet die Behauptung, dass die Nichtstmibteingene 3c und 7b an dieser
Unterscheidung beteiligt seien (Chang et al., 2Hdyewegh et al., 1995a; Pedersen et al.,
2009; Vennema et al., 1998).

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung dieSene bei natirlich an FIP erkrankten
Katzen verschiedener Herkunft. Besonderes Augenmerkle dabei auf das Verhalten des

Virus in verschiedenen Geweben innerhalb einer &géeqgt.

5.1 Untersuchung von FCoV der NCBI-GenBank

GenBank ist eine Datenbank, in der samtliche verdffenticDNA-Sequenzen gesammelt
vorliegen. Nach Eingabe des Suchbegriffes ,feliompavirus” erhalt man mittlerweile mehr
als tausend Sequenzdaten. Teilweise handelt eslabEh um vollstdndig sequenzierte FCoV-
Genome, haufig sind es jedoch nur Ausschnitte dogekmen Genen. Der Vergleich
verschiedener FCoV-Stamme ergab eine hohe Vatdtbifi der Basenabfolge insbesondere
im Bereich des 3c-Gens. Das 7b-Gen wies zwisché&raghiedlichen Stammen eine hohere
Ubereinstimmungsrate auf. Die Beobachtung, dagsdi&cSequenz eines FCoV-Stammes nie
hundertprozentig mit der eines anderen deckte,gsftiedie fiir Coronaviren allgemein
bekannt hohe Mutationsrate wider (Lai et al., 200&)lerdings wird schon bei der
Untersuchung nur dieser beiden Nichtstrukturprgiene deutlich, dass die Haufigkeit des
Auftretens von Mutationen nicht in allen Genomalpsiten gleich zu sein scheint. Wahrend
bei ORF 7b nur einzelne Basenaustausche zwischieohiedenen Stammen auffielen, waren

es bei ORF 3c zum Teil Abschnitte mit l&ngeren Deten, die eine

103



Diskussion

Leserahmenverschiebung nach sich zogen. Betratisetdaher die Lange der beiden Gene,
so stellt man bei ORF 3c haufig Unterschiede fegthrend ORF 7b bei den in GenB&nk
veroffentlichten Sequenzen mit wenigen Ausnahmemstemt 621 Basen aufwies. Deshalb
wurde diese Basenanzahl als Vergleichsstandarerrvatliegenden Arbeit verwendet. Bei
den Ausnahmen handelte es sich um das Typ I-VitaskBacc. no.: EU186072), dessen 7b-
Gen eine Deletion eines Basentripletts zeigte wshalb nur 618 Basen lang war, sowie um
die Zellkulturstamme FECV 79-1683 (Deletion von 2B&sen) und FIPV UCD 2 (2
Deletionen von je 95 Basen) (Herrewegh et al.539%¥ennema et al., 1992b).

ORF 3c hatte bei allen als FECV beschriebenen Sgimeme Lange von 714 Basen. Der
Hypothese nach sollen bei FIPV Deletionen in dies&n auftreten (Vennema et al., 1998),
weshalb hier kirzere Genlangen zu erwarten wéaress Bt der Fall bei FIPV Black (acc.
no.: EU186072) sowie dem aus dem Jejunum einelKgiPe isolierten Stamm FCoV ClJe
(acc. no.: DQB48578), die Genlangen von 695 bengdweise 694 Basen aufwiesen.
Interessanterweise traten bei den FIPV-Isolate'VHP-1146 (acc. no.: NC_007025) sowie
einem weiteren FIPV-Stamm (acc. no.: AY994055) @egén von 733 beziehungsweise 735
Basen auf. ORF 3c kann somit bei FIPV auch Insegtiobeherbergen. Bei letzteren beiden
FIPV-Stammen handelt es sich um zellkulturadagtidryp 11-Viren, die mdglicherweise
Mutationen aufweisen, die bei natirlich vorkommenddPV nicht zu finden sind. Diese
haufig uneinheitlichen Sequenzdaten fir ORF 3ctéithzu der Problematik, dass nur schwer
ein Vergleichsstandard fur die im Rahmen diesereAnbntersuchten Isolate aus FIP-Katzen
gewahlt werden konnte. Da eine ORF 3c-Genlange vt Basen einen sinnvollen
Leserahmen ergibt, diese Basenanzahl auch bei dschtebenen FECV vorlag und in
verschiedenen Studien als La&nge des intakten 3s-@agenommen wurde (Chang et al.,
2010; Pedersen et al., 2009), wurde auch in diggeeit eine Genlange von 714 Basen flr
ORF 3c als Standard eingesetzt.

5.2 Qualitat der isolierten RNA

Organisches Material ist post mortem auto- und rbbtiischen Zersetzungsprozessen in
unterschiedlichem Mald ausgesetzt. Je nach Enzyiigdba Organe, Beteiligung von
Bakterien und Unterschieden in der Umgebungsteryrenaten diese Prozesse verschieden
schnell auf (Reichert und Issinger, 1985). So koramtauch zu einem progressiven Abbau
von RNA im Gewebe (Jackson und Rintoul, 1992). @&&m in dieser Arbeit verwendeten

Probenmaterial handelt es sich um Gewebe toterkaitRPen, welche unterschiedlich lange
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und bei verschiedenen Temperaturen bis zur Bepplyetagert wurden. Deshalb konnte
keine Aussage daruber getroffen werden, wie weitr g@®stmortal einsetzende
Nukleinsdurenabbau fortgeschritten war und ob di¢hadtene Virus-RNA auf der zu

untersuchenden Lange noch intakt vorlag.

5.3 Effizienz verschiedener RNA-Isolierungsmethoden

Fur die Extraktion der im Gewebe enthaltenen VRRIMA diente bei allen Proben (aul3er den
Kotproben) das RNea8yMini Kit (Qiagen, Hilden). Der Schritt der Gewelsekleinerung
vor der eigentlichen RNA-Isolierung wurde jedoch auei verschiedene Arten durchgefthrt.
Bei 20/28 Katzen erfolgte die Zerkleinerung manuatl Morser und Pistill, wahrend bei den
restlichen 8/28 Katzen eine automatische Zerkleimgsmaschine (Bullet Blend®r zum
Einsatz kam. Der wesentliche Unterschied zwischeiddm Methoden bestand im deutlich
hoheren Probendurchsatz pro Zeiteinheit bei Verwegdies Bullet Blend& da eine viel
groRere Anzahl an Gewebeproben gleichzeitig be@atbeerden konnte als mit Morser und
Pistill. Im arithmetischen Mittel lag die photomsth bestimmte Gesamt-RNA-Ausbeute bei
Verwendung des Bullet Blendebei 568,03 ng/ul, bei manueller Zerkleinerung Mirser
und Pistill bei 213,22 ng/ul (einzelne Werte siefabelle 12). Fur die nachfolgend
durchgefuhrte PCR und Sequenzierung machte sicllewdierem Arbeiten mit Morser und
Pistill dieser quantitative Unterschied jedoch hisemerkbar. Beide Methoden kdnnen daher

gleichwertige Ergebnisse in PCR und Sequenzieriefgrh.

5.4 Problematik bei der Primerwahl

Die oben beschriebene Variabilitat in der Sequesra\ichtstrukturproteingene, insbesondere
bei ORF 3c, erschwerte die Auswahl von PrimerndigrPCR. Der Vergleich verschiedener
Stdmme ergab allerdings nicht nur eine individuBlégluenzvariabilitdt, sondern bei ORF 3c
zeigten sich bei Serotyp I- und II-Stdmmen je sgspezifische Gemeinsamkeiten. Daraus
konnte geschlossen werden, dass eine Unterschewdumgyp I- und Typ lI-Stdmmen nicht
nur in unmittelbarer Nahe des S-Gens mdglich istc{is und Teramoto, 1987a), sondern sich
zumindest auch bis zum 3c-Gen auszudehnen schBiese Feststellung machte es
notwendig, sowohl an Typ I- als auch an Typ ll-St@énangepasste Primer herzustellen,
zumal nichts Uber die Serotypzugehorigkeit der ies@n Coronavirus-RNA aus den
Katzenproben bekannt war. Als Vorlage fir Typ I&fpsche Primer fungierte die Sequenz
von FIPV Black (acc. no.: EU186072), wahrend Tyspezifische Primer analog friherer
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Studien von FIPV 79-1146 (acc. no.: NC_007025) Hdige wurden (Vennema et al., 1998).
Bei dem Typ I-Stamm Black war kein offener Leserahnades 3c-Gens vorhanden, da das
Startcodon innerhalb der beschriebenen Deletion 68nNukleotiden lokalisiert ware.
Dennoch wurde der Black-Stamm als Typ |-Referemaveadet, da mit diesem Stamm die
vollstandige Sequenz eines Typ I-FIPV zur Verfugstand. Aufgrund der Schwierigkeit,
Typ I-Stdmme in der Zellkultur anzuzichten, exrgieweitaus mehr Sequenzdaten zu Typ
[I-Stdmmen. Es war aul3erdem ohnehin erforderliah,Riimer ungefahr 50-100 Basen vor
den eigentlichen Beginn des Gens zu legen, da douedzierung dieser den Primern
anschlieBenden Positionen keine auswertbaren Begeblreferte.

Da das 7b-Gen keine serotypabhéngigen Sequenztintgie aufwies und insgesamt eine
hohere Sequenzhomologie zwischen verschiedenenn&émherrschte, war hier keine

Unterscheidung in Typ I- und Il-Primer notwendig.

Aufgrund der nur geringen Nachweisbarkeit des 3nsGsach einmaliger PCR erfolgte mit
den PCR-Produkten eine wiederholte Amplifikatioegied PCR). Es gestaltete sich erneut
schwierig, innerhalb des Gens Abschnitte mit hauliglicher Ubereinstimmung zwischen
verschiedenen Stammen zu finden. Aus diesem Grundlem die Forward und Reverse
Primer der ersten PCR beibehalten und nur mit jeerei weiteren, innerhalb des Gens
liegenden Primer kombiniert (semi-nested PCR). difiiser Methode wurde die Sensitivitat
der PCR erhéht und eine um ein Vielfaches gestieigdmplifikationsrate erzielt. Ein
fehlender Nachweis von ORF 3c nach der semi-ne§t€R wurde daher mit dem

Nichtvorhandensein von ausreichend grof3en 3c-Segqunam Gewebe gleichgesetzt.

5.5 Aussagekraft der Agarosegelelektrophorese

In der Gelelektrophorese werden Nukleinsauren eetsend ihres unterschiedlich schnellen
Wanderungsverhaltens der Grol3e nach aufgetrenntdi®aAgarose jedoch ein relativ
grof3poriges Maschenwerk bildet, ist mit dieser Mdthnur anndherungsweise die Lange der
Nukleinsdurefragmente bestimmbar. In dieser Arhwaigierte die Agarosegelelektrophorese
priméar als qualitative Methode, ob Uberhaupt DNAder entsprechenden Grél3enordnung
amplifiziert werden konnte. Die genaue Bestimmuagldinge dieser Fragmente erfolgte erst

in der darauffolgenden Sequenzierung.
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5.6 Auswertung und Aussagekraft der Sequenzierungsgebnisse

Bei dem im Rahmen dieser Arbeit sequenzierten Netéandelte es sich durchweg um
aufgereinigte PCR-Produkte. Eine Klonierung der H&Z®&dukte vor der Sequenzierung
wurde nicht vorgenommen. Der Hintergrund hierfir wdas Gemisch aus Sequenzen eines
Gewebes in der Sequenzierung auf seine Reinheipiilfen zu konnen. Die Quasispezies-
Hypothese beschreibt ein gleichzeitiges Auftreterey verschiedener FCoV als sogenannte
~Mutationswolken“ (Battilani et al., 2003; Gunn-Maet al., 1999; Herrewegh et al., 1997;
Kiss et al., 2000). So musste damit gerechnet werdass die isolierten Sequenzen auch
innerhalb eines Organs nicht einheitlich waren. di&t Klonierung héatten nur einzelne dieser
Varianten detektiert werden kénnen, da immer nur ENA-Fragment als Insert in ein
Plasmid eingebaut wird. Bei der Auswahl der Plagnadr Sequenzierung ist es dem Zufall
Uberlassen, ob die dominierend vorkommende Sequmz enthalten ist oder nicht. Bei der
Sequenzierung von PCR-Produkten sind dagegen aHeiaMen im Probenmaterial
vorhanden. Wird allerdings ein Gemisch aus Isolateih gro3eren Basenunterschieden
sequenziert, so sind ,unsaubere” beziehungswed# auswertbare Ergebnisse zu erwarten.
Die Sequenzierung der PCR-Produkte erbrachte jetiodan meisten Fallen insgesamt recht
einheitliche Resultate. Innerhalb eines Organs eschdeshalb offenbar doch nur eine
dominierende Variante vorzukommen, zumindest fiel&xbweichungen bei der

Sequenzierung nicht ins Gewicht.

Bei 25/28 Katzen wurde grundsatzlich der in Tabglggelistete Standardsatz aus 11 Organen
untersucht. Das war unabhangig davon, ob in jedezsed Gewebe auch makroskopisch

und/oder histologisch FIP-typische Veranderungetagen. Interessanterweise konnten zum
Teil auch in Geweben ohne Lasionen 3c- und/ode8é&dpienzen nachgewiesen werden. Das
spricht daftir, dass in diesen Fallen im Zuge dstesyischen Ausbreitung des Erregers die
isolierten Sequenzen moglicherweise aus dem Bintrsiten.

5.7 Nachweisbarkeit von ORF 3c

Zum Nachweis von 3c-Gensequenzen war bei den Gewist aller Katzen eine semi-
nested PCR notwendig. Die einzige Ausnahme stdikeKatze S-743/08 dar, aus deren
Probenmaterial bereits nach einmaliger PCR ausedmplifikat fir die Sequenzierung
zur Verfugung stand. Hier ist zu bemerken, dassediatze unmittelbar nach der Euthanasie

beprobt wurde. Das Untersuchungsmaterial war deghather als bei allen anderen Katzen.
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Bei 7 der insgesamt 28 Katzen (25 %) war auch maetierholter PCR in keinem der Organe
ORF 3c nachweisbar. Hierbei handelte es sich mahtum Katzen, die bei der Beprobung
schon langer tot waren, sondern auch um Tiereinderhalb von 24 h nach dem Tod seziert
wurden (siehe Tabelle 12). Der Frischezustand deskdrpers kann daher nicht allein
ausschlaggebend fir den Nachweiserfolg von 3c $ein.die Virusisolierung direkt aus
Granulommaterial erfolgte oder aus Gewebestiickatienmakroskopisch keine Granulome
aufwiesen, machte sich fur den Nachweiserfolg nighterschiedlich bemerkbar (siehe
Tabellen 12 und 13).

Fur den fehlenden Nachweis kommen grundséatzlich Ehldarungsmaoglichkeiten in Frage.
Erstens kdnnten so geringe Mengen an FCoV vorgelbgben, dass sie auch mittels semi-
nested PCR nicht detektierbar waren. Da die neBf€& jedoch zu einer sehr hohen
Amplifikation von Ausgangs-DNA fuhrt, ist diese Mitnkeit eher unwahrscheinlich. Ein
weiterer plausibler Grund fir den fehlenden Nackwean ORF 3c kdnnte auf zu grof3e
Unterschiede in der Sequenz der Primerbindungsestelliriickzufiihren sein. Drittens muss
auch in Betracht gezogen werden, dass die Virus-RMArch fortgeschrittene
Zersetzungsprozesse im Untersuchungsmaterial nchi bouchstiickhaft vorgelegen haben

kénnte und deshalb ein Binden beider Primer niagltmmaglich war.

Der Vergleich der Haufigkeiten des erfolgreichercMaeises von ORF 3c aus verschiedenen
Geweben ergab, dass der Nachweis aus dem Netgé@agglang als aus anderen Geweben
(20/25 Katzen (80 %), siehe Tabelle 10). Ob diez&ateine fibrinds-exsudative Peritonitis,
Granulome im Netz oder keines von beidem aufwiespielte daflir keine Rolle. Das Virus
schien also im Netz zu persistieren, auch wenn kigirie pathologisch-anatomischen und

histologischen Veranderungen auffielen.

5.7.1 Sequenzierungsergebnisse von ORF 3c

Von 21 der 28 Katzen, bei denen in der PCR eine |fikgtion von ORF 3¢ moglich war,
wurden die PCR-Produkte sequenziert. Nur bei 5edi2$ Katzen (S-1004/08, S-219/09, S-
222/09, S-1300/09 und S-1349/10) gelang der 3c-Naishin allen untersuchten Organen.
Die restlichen 16 Tiere wiesen in unterschiedlicMange und Verteilung immer wieder
Gewebe auf, die auf dem Agarosegel 3c-negativ wdssrhe Tabelle 12). Urséachlich
kommen hierfir dieselben Méglichkeiten in Betraadtie bereits unter 5.6 im Falle eines

fehlenden Nachweises in allen Geweben einer Katsdautiert wurden. Bei 2/21 Katzen (S-
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646/08 und S-1221/08) konnten auch nach wiedeth&8eguenzierung Teile der Sequenz
nicht bestimmt werden. Mdglicherweise lagen in émresallen im PCR-Produkt so viele
unterschiedliche Varianten vor (Quasispezies), diesSequenzierung kein spezifisches
Resultat liefern konnte. Auf der anderen Seite kaunch Gber eine zu geringe Menge an DNA
fur die Sequenzierung nachgedacht werden.

Daraus ergibt sich eine Anzahl von 19 Katzen, aesed vollstandig auswertbare
Sequenzdaten zu ORF 3c erhalten werden konnten.

Beim Vergleich der Sequenzen aus verschiedenem®ngainer Katze zeigte sich eine hohe
Ubereinstimmung der Basenabfolge. So konnte dausgemyangen werden, dass nicht nur
innerhalb eines Gewebes, sondern auch innerhadio erkrankten Katze in der Regel nur ein
vorherrschender Virusstamm vorlag. Das steht im afdipruch zu Untersuchungen von
Battilani et al. (2003), Kiss et al. (2000) undr@eMoore et al. (1999), die alle eine hohe
Variabilitdt zwischen Stammen aus verschiedenendBew feststellten. Allerdings wurden in
diesen Studien in einem Fall nur das S- und daseN-(&unn-Moore et al., 1999), in den
anderen beiden Féllen je das N- und das 7b-Gemsuicte (Battilani et al., 2003, Kiss et al.,
2000). Aussagen zum 3c-Gen existieren deshalb.dlerdings stellten sowohl Battilani et
al. (2003) als auch Kiss et al. (2000) fest, dassv@riabilitat im N-Gen sehr viel héher war
als bei 7b. Gunn-Moore et al. (1999) hingegen besiobn eine wesentlich hohere
Variabilitdt im S-Gen im Vergleich zum N-Gen. DieS®obachtungen unterstitzen die
bereits aufgestellte Vermutung einer unterschibdlicMutationsneigung einzelner Gene bei
FCoV.

Es gab allerdings auch Positionen innerhalb eirzebequenzen, an denen zwei verschiedene
Basen im Wechsel auftraten (S-1004/08, S-1074/6&1%09, S-222/09, S-1129/09 und S-
1190/09) (siehe Tabelle 14). In diesen Fallen wantigenommen, dass beide Varianten mehr
oder weniger gleich haufig im Untersuchungsmateahanden waren.

Der Vergleich aller 3c-Sequenzen aus den untersnchKatzenproben mit den
Referenzstammen FIPV 79-1146, FIPV Black und FECVeBgab eine hdhere
Ubereinstimmung mit den Typ I-Stammen Black und FECals mit dem Typ II-Stamm 79-
1146. Das spricht dafur, dass es sich bei den ansdtzen isolierten FCoV durchweg um
Typ I-Stamme handelte und dass eine Unterscheidongserotyp I- und 1lI-Stdmmen im 3c-
Gen auch bei Feldviren méglich ist. Unterschiedéseien Typ |- und II-Stammen scheinen

insbesondere die dem 5'-Ende des Genoms zugewadt@ieBasen des 3c-Gens zu betreffen.
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In diesem Abschnitt waren die Unterschiede zwisotem Sequenzen aus den untersuchten
Katzen und dem Referenzstamm FIPV 79-1146 so gtaSs mittels BlaSt(NCBI) keine

Ubereinstimmende Basenanordnung moglich war.

5.7.1.1 Mutationen

Beim Vergleich der Sequenzen aus unterschiedlicbeganen einer Katze fiel eine hohe
Ubereinstimmung auf. Dennoch war nur bei 8 Katz8f43/08, S-1378/08, S-448/09, S-
1094/09, S-1300/09, S-13/10, S-186/10 und S-1349di@ Basenabfolge zwischen den
verschiedenen Geweben vollstandig identisch. Hadfmgen an einzelnen Positionen
Basenunterschiede auf, die entweder nur einesld&elebe betrafen, sich jedoch zum Tell
auch durch Isolate mehrerer Gewebe zogen. Nachewieller PCR und Sequenzierung
konnte beobachtet werden, dass solche Stellen heidioh blieben oder aber in allen
Geweben eine Ubereinstimmende Sequenz annahmenle¥xtares der Fall, wurde davon
ausgegangen, dass es sich bei der Erstsequenz@mmedesten um einen Sequenzierfehler
handelte. Blieben die beobachteten Abweichungerden Sequenzen bestehen, konnte
angenommen werden, dass an diesen Positionen timexie zwischen den Isolaten
verschiedener Gewebe vorlagen.

Wahrend die Sequenzen innerhalb einer Katze nzekia Basenaustausche aufwiesen oder
sogar identisch waren, zeigten sich die SequenasrOaganen unterschiedlicher Katzen im
Vergleich deutlich variabler. Bereits Vennema et(8998) beschrieben Ahnlichkeiten in der
Sequenz untersuchter FCoV-Stdmme bei Katzen eingpp®, wahrend Isolate von Katzen
aus geographisch getrennten Gebieten sehr vielrsehiedlicher waren. Das wiederum
spiegelt die hohe Mutationsrate der Coronavirenewidla davon auszugehen ist, dass bei
jeder Replikation neue Varianten entstehen. DieuRas der vorliegenden Arbeit deuten
darauf hin, dass sich von diesen entstehenden nfangoro FIP-Katze nur ein Typ oder

wenige Stdmme systemisch manifestieren.

Auch hinsichtlich der Lange von ORF 3c gab es zescden Sequenzen der untersuchten
Katzen grof3ere Unterschiede. Bei 11/19 Katzen nstvartbaren Sequenzdaten fanden sich
Deletionen innerhalb des Gens von 1 bis zu 56 Muiklen. Diese Deletionen lagen jedoch

nicht an einheitlichen Positionen, sondern wardmesdar zufallig Uber das gesamte Gen
verteilt. Falls bestimmte Deletionen auftraten,vearen sie meist in allen Geweben einer

Katze vorhanden. Ausnahmen hierfur sind die Katnénden Tagebuchnummern S-518/10
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und S-1349/10, die beide in ihren OrgansequenzéetiDeen aufwiesen, die die Isolate aus
dem Darm beziehungsweise Kot nicht gezeigt habend& Katze mit der Tagebuchnummer
S-1129/09 fanden sich in der Sequenz aus der NdDeletionen, die bei den restlichen
Geweben nicht vorlagen. Die Katze S-1448/10 zeigte ihren Organsequenzen
unterschiedlich verteilte Deletionen, wobei die @&y aus der Bauchwand frei von
Deletionen war. 8/19 Katzen hingegen wiesen innalletersuchten Geweben keine
Deletionen in ORF 3c auf, sondern zeigten Genlanvgene 714 Basen (Ubersicht in Tabelle
14). Das Vorkommen von Deletionen in ORF 3c darEhd¢b nicht als zwingende
Voraussetzung fur die Definition eines FIPV angenan werden.

Es existiert in der Literatur die weitverbreitetgdaothese, dass durch Mutationen im Darm
virulentere Stamme entstehen, die sich systemigshraiten und anschlie3end FIP auslosen
(Pedersen et al., 1981b; Vennema et al., 1998)u Rdxde die bei den Katzen S-518/10 und
S-1349/10 gefundene Feststellung passen, dass mm Ddakte Coronaviren vorliegen,
wahrend davon mutierte Varianten im Organismusukligken. Auch ist in diesen Féllen die
von Pedersen postulierte Behauptung erflllt, daR& Gc bei FECV im Darm 714 Basen
aufweisen und bei FIPV durch Deletionen verkirziiggen soll (Pedersen et al., 2009). Bei
den Sequenzen aus dem Darm der Ubrigen Katzen &aties allerdings nicht bestatigt
werden. Entweder die Sequenzen unterschieden isichvon denen der anderen Organe oder
aus dem Darm konnten keine auswertbaren Sequembatieea werden. Was hier jedoch
bertcksichtigt werden muss, ist, dass die Probendam Darm nicht nur aus Darminhalt
bestanden, sondern stets auch Darmwand mit asseviede. So kénnen die isolierten
Stamme auch aus der Darmwand stammen, die bei 3Adositiven Katzen auch FIP-
typische Granulome aufwies. AulRerdem kann dartbehgedacht werden, ob bei an FIP
erkrankten Katzen urspringlich im Darm vorliegendiulente FECV durch FIPV Uberlagert
wurden und die Stamme deshalb identisch mit deneserar Organe waren. Diese
Uberlegung haben auch schon Chang et al. (201®staily, als sie Coronavirussequenzen

aus dem Darm mit denen aus Organen von FIP-Kaeglichen.
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5.8 Nachweisbarkeit von ORF 7b

Anders als beim 3c-Nachweis war zur erfolgreichemphfikation des 7b-Gens eine
einmalige PCR ausreichend. Nur bei 2/28 Katzend8a9 und S-13/10) war ORF 7b nicht
nachweisbar. Auch hierfir kommen die bereits fudB&utierten Mdglichkeiten in Betracht.
Die Tatsache, dass aus der Katze mit der Tagebouneu S-181/09 weder 3c noch 7b
amplifiziert werden konnte, spricht am ehesten gdafliass die untersuchten Gewebe keine
(intakte) FCoV-RNA enthielten. Bei der Katze S-XB/hingegen waren in Netz, Darm,
Zwerchfell und Milz 3c-Sequenzen nachweisbar, jedackeinem Gewebe ORF 7b. Ursache
hierfir kdnnten moglicherweise zu grof3e Variabditdin den Primerbindungsstellen oder
eine am 3'-Ende des Genoms bereits degradierte g&M#&sen sein.

Bei den untersuchten Katzen wurde in 84 % der Fralbs dem Netz und in 92 % der Proben
aus dem Darmlymphknoten ORF 7b festgestellt (sieizelle 10). Damit war der Nachweis
aus diesen beiden Geweben haufiger mdglich alde@usnderen Organen.

5.8.1 Sequenzierungsergebnisse von ORF 7b

In insgesamt 26/28 Katzen war in den untersuchteweben ORF 7b nachweisbar. Jedoch
gelang auch hier nur bei einer kleinen Anzahl datzgn der Nachweis des Gens aus allen
untersuchten Geweben (S-872/08, S-222/09 und SA®P4Bei 23/26 Tieren war die
Amplifikation von ORF 7b nur bei einem Teil der jeNs 11 Gewebeproben mdglich (siehe
Tabelle 12).

Beim Vergleich der Sequenzen in den verschiederrgar@n und Granulomen einer Katze
fiel eine sehr hohe Ubereinstimmung in der Basesigbfauf. Dadurch wurde die schon bei
3c aufgestellte Vermutung, dass innerhalb einez&atur ein vorherrschender Virusstamm
vorlag, weiter untermauert.

Im Vergleich mit den Referenzstdammen zeigten diealeznen Sequenzen eine 91 %ige
Ubereinstimmung mit dem Typ [|-Stamm Black sowie eeirebenfalls 91 %ige
Ubereinstimmung mit dem Typ 1I-Stamm 79-1146. Arsdais bei 3¢ war daher in 7b keine
Unterscheidung in Typ I- und Typ II-Stdmme maoglich.

5.8.1.1 Mutationen

Auch wenn die Sequenzierung der 7b-Proben einersgte Ubereinstimmung zwischen den

Sequenzen in verschiedenen Organen einer Katzéezerigten analog zum 3c-Gen sehr
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vereinzelt auch Basenunterschiede auf. Besondertiatbewar dies beim Vergleich der aus
dem Darm erhaltenen Sequenz der Katze S-1378/08enianderen Geweben. Wahrend die
Sequenzen aus Netz und Darmlymphknoten vollstandgntisch waren, wich die
Darmsequenz an 32 Positionen davon ab. Dies passtger auch bei 3c festgestellten
Beobachtung, dass sich bei einzelnen Katzen diee®egn aus dem Darm am meisten von
allen anderen Sequenzen unterschieden. Ansonstechsp aber die Ergebnisse daflr, dass
innerhalb einer Katze nur ein vorherrschender FGo&mm auftrat.

Beim Vergleich von Sequenzen unterschiedlicher &atlzelen dagegen wesentlich grol3ere
Abweichungen in der Basenabfolge auf. In der Larmgs Gens gab es zwischen
verschiedenen Geweben einer Katze keine UntersehiBidir bei einem Tier konnten
Deletionen innerhalb des Gens nachgewiesen weRleraus der Katze S-1221/08 isolierten
Stamme zeigten im 7b-Gen zwei Deletionen von jé Mukleotiden. Von den auswertbaren

Sequenzen der Ubrigen Katzen war ORF 7b konstdnB&2en lang.

5.9 Analyse der Aminosauresequenzen

Ein Glykoprotein mit unbekannter Funktion wurde Wwsennema et al. (1992a) als Produkt
von ORF 7b identifiziert. Ein potentielles Prot@on ORF 3c kennt man im Gegensatz dazu
bislang nicht. Es kann deshalb in Erwdgung gezogerden, dass das 3c-Gen
maoglicherweise Uberhaupt nicht in ein Protein ti@net wird. Sollte 3c tatsachlich in die
Abschwachung der Virulenz von 7b involviert seire(Miema et al., 1998), so kénnte diese
Regulation ebenso auf rein genomischer Ebeneisttf. Diese Uberlegungen sind jedoch
rein spekulativ und bedirfen noch weiterer Untensngen.

Grundsatzlich ist allerdings nicht auszuschliel¥dgsss die phanotypischen Auswirkungen
bestimmter Gene erst durch ihre entsprechendeeriRedbedingt werden. Aus diesem Grund
wurden alle erhaltenen Nukleinsauresequenzen iremligprechenden Aminosauresequenzen
Ubersetzt. Wegen der Giltigkeit des genetischene§osach welchem immer drei
Nukleinbasen in Serie fur eine Aminosdure codiefgimnen sich Deletionen, Insertionen
oder Einzelbasenaustausche in unterschiedlichem ada®irken. Fir eine Aminosaure gibt
es fast immer mehrere Mdglichkeiten der Basenanorgn so dass manche
Einzelbasenaustausche in der DNA keine Auswirkungf alie entsprechende
Aminosauresequenz haben. Meistens kommt es abech ddbweichungen in der
Nukleinsduresequenz zu einer geanderten Aminosidgesfdem Auftreten von frihzeitigen

Stopcodons und bei Deletionen oder Insertionen héufig eine Leserahmenverschiebung
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auf. All das fuhrt zu einer abweichenden Sekundirtiar- und Quartarstruktur des Proteins,
was sich mal3geblich auf dessen Funktion auswirken k
Fur die Auswahl des Aminosaureleserahmens der sudlten Proben wurde fur 3c und 7b

jeweils das Startcodon ,ATG" als Ausgangstriplettwendet.

5.9.1 Aminosauresequenzen von ORF 3c

Die Auswertung der Aminosauresequenzen von 3c erdabs einzelne Positionen mit
variierender Nukleinsaurefolge sich nicht auf drmiAoséuren auswirkten. Der Uberwiegende
Teil der Basenunterschiede, insbesondere beimagati von Deletionen, schlug sich jedoch
auch in der Aminosauresequenz nieder. So wieserelaim FCoV-Isolate der untersuchten
Katzen andere Aminosauren im mutmalllichen 3c-Rroteif als Isolate der restlichen

Gewebe. Abweichungen in der Aminosauresequenz rhdigs 14 der 19 Katzen mit

auswertbaren 3c-Sequenzen zur Folge, dass innedmllSequenz liegende Stopcodons
auftraten. Damit konnte in diesen Fallen moglichese kein funktionsfahiges Protein

synthetisiert werden. Analog der Basenaustauschaeelnengsweise Deletionen in den
Nukleinsduresequenzen zogen sich die Kettenabbuletie durch die Aminoséuresequenzen
aller Gewebe einer Katze. Ausnahmen hiervon stalienKatzen S-1004/08 und S-518/10
dar. Im ersteren Fall trat nur in dem FCoV-Isolat dem Zwerchfell ein Stopcodon innerhalb
von 3c auf, wahrend die Ubrigen Sequenzen diestereKiaei von friihzeitigen Stopcodons

waren. Bei der Katze S-518/10 war es genau umgekéhe Organsequenzen wiesen
Stopcodons auf, nicht aber die Basensequenz au®dam

Bei 35 zum Vergleich herangezogenen FECV konnt&eimem Fall das Auftreten eines

frihzeitigen Stopcodons in der 3c-Sequenz festifesterden. Das Vorkommen von

Stopcodons ist bei FIPV deshalb signifikant haufigmzutreffen als bei den enteralen
Vertretern feliner Coronaviren. Allerdings zeigtsich bei 5/19 FIP-Katzen (S-743/08, S-
1378/08, S-222/09, S-1190/09 und S-186/10) keilnpc®tdons innerhalb der 3c-Sequenzen.
Von 3 dieser 5 Katzen waren die Nukleinsaureseqrenzl4 Basen lang, was fir die
Intaktheit des 3c-Gens spricht. Bei den anderen KRébzen wiesen die 3c-Sequenzen
Deletionen von 2 (S-743/08) beziehungsweise 3 @118 Basen auf, was auch zur
Verkirzung der jeweiligen Aminosduresequenz fuhiDennoch kam es durch diese
Deletionen nicht zum Auftreten friihzeitiger Stopcos.

Zusammenfassend lasst sich demnach festhalten,ddasguftreten von Stopcodons nicht

zwangslaufig an das Vorkommen von Deletionen ge&ltiu sein scheint.

114



Diskussion

5.9.2 Aminosauresequenzen von ORF 7b

Bis auf die Isolate einer Katze (S-1221/08) ergaih ei allen untersuchten Proben eine
identische Lange von 207 Aminosauren. Alle Sequenmgesen durchgehend einen

kompletten Leserahmen auf, flankiert von je eingartSund einem Stopcodon. Stopcodons
innerhalb des Gens traten nicht auf. Es kann destwagenommen werden, dass bei den
untersuchten FIPV intakte Proteine synthetisiertder konnten. Die insbesondere bei der
Katze S-1378/08 festgestellten Einzelbasenuntezdehin der Nukleinsaurefolge im Netz

und Mesenteriallymphknoten im Vergleich zum Darrhrfén auch zu Abweichungen in der

Aminosauresequenz. Vorausgesetzt, das 7b-Proteirdewsynthetisiert, kbnnten diese

geanderten Aminosauren moglicherweise eine Auswgkauf die Faltung des Proteins und
damit seine Funktion ausgelbt haben. Im Rahmermdideit kann jedoch keine Aussage

Uber die Funktionalitat potentiell gebildeter Piogegetroffen werden.

5.10 Vergleich der Nachweisbarkeit von ORF 3c und BF 7b

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass ORRaufiger als ORF 3c nachgewiesen
werden konnte. Trotz hoherer Amplifikationsrate Bei durch die hier angewandte nested
PCR war die Amplifikation des 7b-Gens schon nacmeliger PCR erfolgreicher.
Grundsatzlich kbnnen zwei Mechanismen dazu beigetraaben:

1. Die Menge an ORF 3c-RNA im Ausgangsmaterial gaainger als die von ORF 7b.

2. Es lagen identische RNA-Mengen von beiden GemenDie Amplifikation des 7b-Gens
konnte jedoch erfolgreicher bewerkstelligt werdendée des 3c-Gens.

Als Ursache fur den letzten der beiden Punkte kanmm wahrscheinlichsten eine hohe
Variabilitdt in den Primerbindungsstellen fur 3c kmage kommen. Dadurch konnte die
Fahigkeit der Primer, an die isolierten Stimme inddn, im Vergleich zum 7b-Gen deutlich
erniedrigt gewesen sein. Dennoch waren die naclsatar-nested PCR erhaltenen Resultate
3c-spezifisch und zeigten sich auf dem Agarosegél aeutlichen Banden. Groliere
Deletionen an den Primerpositionen kénnen somgeachlossen werden.

Die beobachtete unterschiedliche Nachweisbarkeibdelen Nichtstrukturproteingene flhrte
daher zu der Annahme, dass moglicherweise tatschkringere RNA-Ausgangsmengen
von ORF 3c im Gewebe vorhanden waren als von ORHr7ldiesem Kontext wird der
Aspekt interessant, dass bei der Virusreplikatien @oronaviren mehrere subgenomische
MRNAs gebildet werden (Lai und Cavanagh, 1997; btast2006). Bei den in dieser Arbeit

untersuchten Isolaten war nicht bekannt, ob es wiclgenomische RNA handelte oder um
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MRNA. Es ist jedoch davon auszugehen, dass beideanten, moglicherweise zu
unterschiedlichen Teilen, in den Geweben vorlag@m.unterschiedlicher Gehalt an ORF 3c-
und ORF 7b-RNA ist erklarbar durch mengenmalige éiblmungen in den subgenomischen
MRNAS, da genomische RNA alle Virusgene zu gleicheifen beinhaltet.

Die Bedeutung einer verminderten oder vollstandigbéeibenden Synthese von 3c-mRNA
konnte darin begrtindet liegen, dass dieses Geminigin entsprechendes Protein translatiert
wird. Falls diese Annahme zutrifft, misste eine d&vGen zugeordnete Funktion auf rein
genomischer Ebene stattfinden.

Alternativ kdme in Frage, dass das 3c-Protein zgedildet werden kann, seine Synthese
beziehungsweise die Herstellung der mRNA jedocherainRegulationsmechanismus
unterliegt. Wie dieser allerdings gesteuert seimié, kann aktuell nicht beantwortet werden.
Beim Vergleich der Mutationshaufigkeit im 3c- unb-Gen erwies sich ersteres als deutlich
variabler. Insbesondere das Vorkommen von Deletiorvar im 3c-Gen der untersuchten
FIPV weit verbreitet, wahrend das 7b-Gen versclmedé&sewebe und Katzen bis auf eine
Ausnahme (S-1221/08) eine identische Ladnge aufides mehrfach aufgestellte Hypothese
des gehauften Auftretens von Deletionen in ORF &cHWPV kann deshalb auch in dieser
Untersuchung bestétigt werden. Die Bedeutung diésststellung wurde auch durch den
Vergleich mit den 35 FECV-Sequenzen aus GenBadle alle keine Deletionen zeigten,
herausgestellt. Dennoch fanden sich bei einzelheérK@atzen Isolate ohne Deletionen sowie
mit vollstéandigen, nicht von Stopcodons unterbrogmeAminosduresequenzen. Mutationen
im 3c-Gen kénnen nach den Ergebnissen der vorlagsgeArbeit deshalb nicht als alleinige
Voraussetzung fur die hohere Virulenz der FIPV géiper den FECV beziehungsweise das
Auftreten einer FIP verantwortlich gemacht werden.

Ob das 7b-Gen an der Virulenz beteiligt ist, konnteRahmen dieser Arbeit nicht beurteilt
werden. Die durchgehenden Aminosauresequenzen hgporezumindest fur die Bildung
intakter Proteine. Vennema et al. (1998) stellten Hypothese auf, dass die vom 7b-Gen
ausgehende Virulenz durch regulatorische Wirkung detakten 3c-Gens bei FECV
maoglicherweise unterdrickt werden konnte. Die béP\F wegfallende regulatorische
Wirkung wurde auf das Auftreten von Mutationen igr@en zurtickgefuhrt. Dieses Modell
konnte auch erklaren, weshalb bei den in dieserei\rbntersuchten FIP-Katzen hohere
Mengen an 7b-RNA im Gewebe vorlagen. Durch wegfiaée Regulation des 3c-Gens bei
FIPV konnte es zur unlimitierten Transkription v@b gekommen sein. In Anlehnung an
diesen Mechanismus sollten bei FECV geringere Merage 7b-RNA zu erwarten sein. In

dem durchgefthrten Screening der KotsuspensionanbSvoicht an FIP erkrankten Katzen
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war nach der PCR kein 7b-Nachweis méglich, wasHyipothese stiitzen wirde. Allerdings
konnte in diesen 5 Katzen auch 3c nicht nachgewieszden, so dass sich die Frage stellt,
ob Uberhaupt FCoV-RNA im Untersuchungsmaterial aoden war.

Bei den Katzen mit den Tagebuchnummern S-1378/682809 und S-1190/09 wiesen die
Sequenzen des 3c- als auch des 7b-Gens die vdigganLange von 714 (3c)
beziehungsweise 621 (7b) Basen auf und die entspmden Aminoséauresequenzen zeigten
keine frihzeitigen Stopcodons. Beide Gene schetimnnach intakt vorgelegen zu haben.
Diese Beispiele widersprechen allerdings der obenagnten Hypothese, da hier FIPV
vorlagen, die sowohl mit einem offensichtlich ink 3c- als auch 7b-Gen ausgestattet
waren. Die Untersuchung der Nichtstrukturproteirggengab bei den Katzen S-1378/08, S-
518/10 und S-1349/10, dass die nicht-enteraleratisadehr ahnlich oder identisch waren,
wahrend die Darmsequenzen Abweichungen davon asdwielnterpretieren lasst sich das
zum einen durch die bestehende Vorstellung, dasddamn enterale Coronaviren vorliegen,
die erst nach Durchlaufen bestimmter Mutationen@dam verlassen und zum Ausbruch der
FIP fuhren (Pedersen et al.,, 1981b; Vennema etl@Bb8). Da jedoch auch bei Klinisch
gesunden Katzen hohe FCoV-Titer im Blut nachweid®n konnen (Gunn-Moore et al.,
1998a; Herrewegh et al., 1995b; Herrewegh et 897 1Kipar et al., 1999), kann der Ubertritt
von FCoV in das Blut nicht zwangslaufig mit der Menz des betreffenden Stammes
gekoppelt sein. Aul3erdem gab es in der vorliege#dbrit auch FIP-Katzen, deren FCoV-
Sequenzen im Vergleich zu den Isolaten anderer Bewdweichungen im Zwerchfell (S-
1004/08), der Bauchwand (S-1448/10) und der Ni&f&129/09) aufwiesen.

Obwohl bei 3c insgesamt eine hohe Variabilitdtdestellt werden konnte, war innerhalb
eines Organs oder sogar der gesamten Katze in @gtem Fallen nur ein dominierender
Stamm feststellbar. Dies trifft gleichermal3en aa$ dNichtstrukturproteingen 7b zu. Diese
Beobachtungen sprechen gegen das systemische tanftraultipler Quasispezies innerhalb
einer infizierten Katze.

Die prozentuale Nachweisbarkeit beider Nichtstryktoteingene ergab eine Haufung im
Netz und bei ORF 7b zusatzlich im Darmlymphknoti2ie. Beprobung dieser beiden Gewebe
zur Diagnosesicherung kann daher als am erfolgkerbpndsten angesehen werden. Eine
histopathologische oder auch PCR-gestitzte Unteusigcvon Netz oder Darmlymphknoten
ist auch bei Katzen in vivo mdglich. Insbesondesis Netz ist nach einer Laparotomie oder
Endoskopie leicht zugénglich und eine kleine Pricdren chirurgisch problemlos enthommen

werden.
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511 Assoziation von Geschlecht, pathologisch-anatecschem
Erscheinungsbild und immunhistologischem Signal mi dem

Nichtstrukturproteingen 3c

Die Geschlechterverteilung der 11 Katzen mit Deletn sowie der 14 Katzen mit
Stopcodons ist in Abbildung 30 dargestellt. Fureairstatistischen Vergleich sind diese
Tierzahlen zwar zu gering, es kann aber ausgesagtiew, dass sich keine deutlichen
Tendenzen eines gesteigerten Auftretens von Muiatioin 3c bei einem bestimmten
Geschlecht gezeigt haben. Es fiel auf, dass diertvghder untersuchten FIP-Katzen nicht
kastriert war. Auch Rohrbach et al. (2001) best®meeine Haufung von FIP bei sexuell
intakten, mannlichen Tieren und ein vermindertedtr&ten bei weiblich-kastrierten. Diese
Beobachtungen kénnen jedoch mdoglicherweise aufjuage Alter der erkrankten Katzen
zurtckzufiihren sein, bei denen die Kastration nierai spateren Zeitpunkt eventuell noch
durchgefuhrt worden ware.

Bei der Sektion der Katzen wurden rein granuloneatbi?-Formen von den exsudativen
unterschieden (siehe Tabelle 13). Pathogenetisskhge geht man davon aus, dass die
feuchte FIP bei jingeren Tieren mit schnelleremi&tihem Verlauf auftritt und die trockene
Form sich nach einem mehr chronischen Prozess eirgltbren Tieren entwickelt (Pedersen,
2009). Einen Zusammenhang mit Mutationen im 3c-&#reint es jedoch nicht zu geben, da
diese unabhangig von der festgestellten FIP-Forobdxehtet wurden (siehe 4.10). Sicherlich
konnte ein anderer, hier nicht untersuchter Gensofabtt fir die unterschiedlichen
Auspragungsformen der Erkrankung in Frage kommeahrédtheinlicher ist es jedoch, dass
fur das Entzindungsmuster bei der FIP verschiedemaunologische Vorgange der
einzelnen Katze verantwortlich sind.

Je protrahierter der FIP-Verlauf ist, desto gemagReplikationsraten des Virus sind zu
erwarten. Diese Uberlegung konnte zur Folge halg@ss der Virusnachweis bei rein
granulomatdésen Formen schwieriger moglich ist algi bexsudativen. Sowohl
immunhistologisch als auch molekularbiologisch lisigh jedoch im Durchschnitt der
untersuchten Proben kein Unterschied des FCoV-Neisles in Abhéngigkeit von der FIP-
Form feststellen (Tabelle 13). Trotzdem kann eigesehieden hohe Replikationsrate nicht
ausgeschlossen werden. Allerdings spielt sie farNAchweisbarkeit durch die verwendeten
Methoden offensichtlich keine Rolle. Darlber hinatesnd ein immunhistologisch positives

Signal in bestimmten Organen nicht mit dem Aufimeteler Ausbleiben von Mutationen in
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ORF 3c im Zusammenhang. Hinweise fur eine durchalifaien im 3c-Gen hervorgerufene,
immunhistologisch erfassbare, abweichende Virust@ipdbn ergaben sich deshalb nicht.

Es zeigte sich, dass immunhistologisch positive €mnin der Mehrheit der Falle auch in der
PCR zum erfolgreichen 3c- beziehungsweise 7b-Naehftirten (Tabelle 13). Umgekehrt
gab es einen hoheren Anteil an untersuchten Orgaden zwar histologisch und
immunbhistologisch unauffallig waren, in denen im BER aber FCoV nachweisbar war. Dies
spiegelt die hohe Nachweisempfindlichkeit der PO&ew

5.12 Nichtstrukturproteingene und immunologische Vogange

Um die vielen Fragezeichen in der Pathogenese tlerzb I6sen, kann - wie in der
vorliegenden Arbeit - die Ursache beim Virus selpgsssucht werden. Diese Annahme
erscheint logisch, da zwei zirkulierende FCoV-Typemit unterschiedlichem
Pathogenitatspotential bekannt sind. Eines davom leais an FIP erkrankten Katzen isoliert
werden (FIPV), das andere findet sich weit verbteiei klinisch gesunden Katzen (FECV).
Die Untersuchung verschiedener Genomabschnitteaert® jedoch bislang keine sichere
Abgrenzung zwischen FECV und FIPV. Die Haufung meletionen in ORF 3c bei FIPV
konnte zwar auch bei den hier untersuchten Felklimigen bestatigt werden, als alleiniges
Unterscheidungskriterium zwischen FIPV und FEC\¢hieidiese Beobachtung jedoch nicht
aus. Ein vermutetes Zusammenspiel der Nichtstrpkbtgingene 3c und 7b war, zumindest
nach den durchgefiihrten Untersuchungen, nicht siffbtlich. Fir zukinftige Studien ist es
sicherlich interessant, weitere Gene zu analysiemgh auch in Beziehung zueinander zu
setzen. Insbesondere die Anwendung von reversemtigemen Systemen kann grol3e
Fortschritte flr den Einblick in die Funktion un@éd2utung einzelner Gene bringen (Tekes et
al., 2008; Tekes et al., 2010).

Auf der anderen Seite sollte die Rolle des Immutesys bei der Entwicklung einer FIP nicht
aul3er Acht gelassen werden. Es gibt zahlreichertliteungen, die eine erhdhte Expression
verschiedener Entzindungsmediatoren bei FIP-KatzerGegensatz zu nicht infizierten
Kontrollkatzen feststellten (Herrmann, 2010; Kip2002; Liebner-Keller, 2010). Die dadurch
bedingte Stimulation von Entziindungszellen kannRlie-typischen Lasionen herbeiftihren.
Das Einsetzen einer ausgepragten humoralen Immuognivurde im Zusammenhang mit
einem fulminanteren Krankheitsverlauf vermutet, wedild eine starke zellulare
Immunreaktion moglicherweise eine protektive Wirguantfalten kann (Pedersen, 2009;

Rottier, 1999). Welche der beiden ImmunantworterGemg gesetzt wird, hangt sicherlich
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nicht nur vom Erreger ab, sondern ist auch von &aiz Katze verschieden. So kdnnte ein
gesteigertes Erkrankungsrisiko seine Ursache imviohekllen Immunstatus der Katze haben.

Moglicherweise besteht jedoch ein Zusammenhangchers der Ausschuttung bestimmter
Entziindungsmediatoren beziehungsweise dem Einse¢&zechiedener Immunantworten und
der Genetik des Virusstammes. Um einen Einflussviless auf das Immunsystem der Katze
zu Uberprifen, sind breit angelegte Tierversuchiéstunotwendig. Durch gezielte Deletion

einzelner Gene und anschlie3ende experimentekétioh konnten nahere Erkenntnisse Uber

die Funktion dieser Gene erhalten werden.

5.13 Bedeutung der Ergebnisse fur die Diagnostik uhdie Vorstellungen
von der Pathogenese der FIP

Wie in verschiedenen vorangegangenen Studien k@ude in dieser Arbeit kein definitiver
Unterschied zwischen FECV und FIPV auf genomisé&imne gefunden werden. Auffallend
waren sicherlich die gehauften Deletionen und diehrhaufiger vorkommenden Stopcodons
in ORF 3c bei FIPV. Keine der Sequenzen der zushtzlur Untersuchung herangezogenen
enteralen Coronaviren wies Deletionen oder Stope®do diesem Gen auf. Der Einsatz einer
PCR-gestitzten Untersuchung des 3c-Gens mit as8enlder Sequenzierung zur
Unterscheidung eines FCoV in FIPV und FECV kanneddiir die Diagnose hinweisend
sein. Allerdings hat diese Methode nicht uneingestkt Gultigkeit als Diagnostikum, da
offensichtlich auch FIPV existieren, die keine Dieleen im 3c-Gen haben. Daruber hinaus
ist die Isolierung von Virus aus erkrankten Katzenjt sukzessiver RT-PCR und
Sequenzierung, fir die Routinediagnostik zu aufwgindhd daher nicht praktikabel. Zur
Diagnose der FIP von im Zuge einer Probelaparot@niaommenen Granulomen ist nach
wie vor die histopathologische und immunhistologes@ufarbeitung die Untersuchung der
Wabhl. Falls in Zukunft an einer bestimmten Lokdisa im FCoV-Genom eine eindeutige
Unterscheidung zwischen FIPV und FECV gefunden emsbllte, ware eine PCR-gestltzte
Untersuchung und Sequenzierung dennoch zu recpdertda erstmals anhand des Virus
eine Aussage Uber dessen Krankheitspotential getreferden konnte. In der vorliegenden
Arbeit war in verschiedenen Geweben ohne makroskbpind histologisch sichtbare FIP-
typische Lasionen FCoV-Genom nachweisbar. Das Iprisehr dafir, dass der
Virusgenomnachweis in diesen Fallen aus dem Bldblgte. Sollte irgendwann eine
Unterscheidung der beiden Biotypen auf genomisdBbene mdoglich sein, ware die
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Untersuchung von Sequenzen aus dem Blut von erganKatzen als minimal invasive

Methode ein Durchbruch fir die Diagnosestellungaimitam.

Solange die Interaktion des Virus mit dem Immurayster Katze nicht eindeutig geklart ist,
bleibt die Basis der intravitalen FIP-Erkennung Alirevendung der Ausschlussdiagnostik und
Verknupfung vieler symptomatischer Charakteris{ikgl. Rohrer et al., 1993).

Trotz der nach wie vor fraglichen Bedeutung von atiohen im 3c-Gen konnte diese Arbeit
einen Beitrag zur Pathogenese der FIP liefern, da ¥Yerhalten der Coronaviren in

verschiedenen Geweben jeweils einer Katze detaillimtersucht wurde. In natirlich

infizierten FIP-Katzen scheint in der Gberwiegendahl der Falle ein dominierender FCoV-
Stamm im Organismus zu zirkulieren. Diese Aussagmtai nur fur die hier untersuchten
Nichtstrukturproteingene 3c und 7b Glltigkeit. Tregsch konnten sich andere, nicht
untersuchte Genomabschnitte deutlich variablertelées. Allerdings muss gerade beim 3c-
Gen davon ausgegangen werden, dass dieses besauddviitationen neigt, da beim

Vergleich verschiedener Stamme (s.0.) zum Teil ggbRe Unterschiede in der Sequenz
festgestellt werden konnten. Innerhalb einer Katzen jedoch nur vereinzelt solche
Sequenzabweichungen nachweisbar. Die systemiscBbréitung und Manifestation einer

bestimmten Variante in verschiedenen Organen stHeshalb fiir das Virus von Vorteil zu

sein. Interessant ist allerdings, dass es in jéddre eine andere Variante ist, die sich
gegenuber anderen durchsetzt. Ein Ubereinstimmelidesser zwischen 3c- und/oder 7b-
Sequenzen verschiedener FIP-Katzen konnte nichindeh werden. Eine systematische
Unterscheidung von FECV und FIPV im 3c- beziehuregsea 7b-Gen ist aus diesem Grund
nicht moglich.

Was der wesentliche Schritt von einer FCoV-Infaktmum Auftreten von FIP ist, bleibt

weiterhin fraglich. Mdglicherweise ist die Erklagireines FIP-Ausbruchs doch in dem
komplexen Zusammenwirken derzeit nicht eindeutindegbarer FCoV-Stamme mit dem

felinen Immunsystem zu suchen.
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6 Zusammenfassung

1. Ziel der Arbeit war es, mittels RT-PCR und ansdhieder Sequenzierung zu
Uberprifen, welche Rolle Deletionen oder andere alflaten im
Nichtstrukturproteingen 3c des FCoV bei an FIP amkten Katzen spielen. Dartber

hinaus wurde auch eine Amplifikation des Nichtstaugroteingens 7b durchgefuhrt.

2. In der Literaturibersicht wird zunachst ein Ubabli Uber die bisherigen
Vorstellungen zur Pathogenese der FIP beschrieDabei steht das Genom der
felinen Coronaviren im Mittelpunkt der Betrachtudgif bisherige Vorstellungen zur
Bedeutung des Vorkommens von Deletionen in dertsiiukturproteingenen wird

in besonderem Mal3 eingegangen.

3. Die RNA-Isolierung mit anschlieBender RT-PCR erfelgus 282 Gewebeproben von
insgesamt 28 Katzen, bei denen in der Sektion sowstopathologisch und
immunbhistologisch FIP diagnostiziert wurde. Mitkilvertffentlichter FCoV-Stamme
wurden Primer fur die entsprechenden Positionegdseellt und die optimalen PCR-
Bedingungen anhand bereits isolierter FCoV-RNA dam Institut fir Virologie,

Justus-Liebig-Universitat Giel3en, ermittelt.

4. Es stellte sich heraus, dass die Amplifikation déishtstrukturproteingens 7b
wesentlich effektiver gelang als die von 3c. Fig Amplifikation von ORF 3c musste
deshalb ein nested PCR-Verfahren eingesetzt wetdegesamt war der Nachweis
beider Nichtstrukturproteingene aus dem grofRen N@tnentum maius) und dem

Mesenteriallymphknoten haufiger méglich als auseaew Organen.

5. Die Sequenzanalyse ergab, dass innerhalb einereKa¢z Grolteil der Isolate
verschiedener Gewebe identisch war. Sowohl bei G&Rls auch ORF 7b fanden
sich bei einzelnen Katzen die grof3ten Abweichungemden restlichen Geweben in
den Darmisolaten. Deletionen innerhalb von ORF @conken bei 11/19 Katzen mit
vollstandig vorliegenden Sequenzdaten gefunden emer®arlber hinaus traten in
14/19 Fallen Stopcodons in der Basensequenz voauB8cVon den insgesamt 26
Katzen mit Sequenzdaten zu ORF 7b fanden sich mueinem Fall Deletionen
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innerhalb  des  Gens. Allerdings zeigten sich  hier rcligehende

Aminosaurekodierungen ohne Stopcodons.

. In dieser Arbeit konnte das gehadufte Auftreten vdbeletionen im
Nichtstrukturproteingen 3c bei FIPV bestatigt werdAul3erdem traten bei FIPV im
Gegensatz zu den als FECV deklarierten Sequenzadig l&topcodons innerhalb der
Basensequenz auf. Jedoch wiesen nicht alle untéesué-IP-Katzen Deletionen im
Nichtstrukturproteingen 3c auf und bei 3 diesenrdikagen auch durchgehende und
vollstandige Aminosaurekodierungen vor. DeshalbneinMutationen des 3c-Gens
nicht zwangslaufig mit der Virulenz des FCoV gekelppverden.

. Das Auftreten von Mutationen in ORF 3c war unablgingm untersuchten Gewebe.
AulRerdem konnte kein Zusammenhang zwischen dem oviorien von

Mutationen/Stopcodons und dem Geschlecht der Katz#en pathologisch-
anatomischen Befunden sowie dem immunhistologis@ignal festgestellt werden.
Der FCoV-Nachweis gelang auch aus Geweben ohn@lpgtbch-anatomische und
histopathologische Veranderungen, was die Vermunatglegt, Virus aus dem Blut

der entsprechenden Organe isoliert zu haben.

. Die erfolgreichere Amplifikation von ORF 7b im Véegh zu ORF 3c kann auf
unterschiedliche Mengen an subgenomischer mRNA izierten Zellen
zuruckzufihren sein. Eine Bedeutung und ein bgteili Regulationsmechanismus

hierfir sind bislang nicht bekannt.

. Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit hdagiAusbruch von FIP bei einer
FCoV-infizierten Katze nicht zwangslaufig mit Deteten oder Mutationen in den

Nichtstrukturproteingenen 3c und 7b zusammen.
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7 Summary

1. The aim of this study was to investigate the rofepotential deletions or other
mutations in nonstructural protein gene 3c of FQoWIP-affected cats by using RT-
PCR and sequencing. Furthermore, an amplificatfcined nonstructural protein gene
7b was performed.

2. First, an overview on actual knowledge about théhggenesis of FIP is described
with a focus on feline coronavirus genome. In gatér, the significance of deletions

in FCoV nonstructural protein genes is discussed.

3. RNA isolation and RT-PCR were carried out using #88ue specimens of 28 cats
diagnosed with FIP at necropsy as well as in hatogogy and
immunohistochemistry. Primers were designed acogréb published sequences of
FCoV strains. PCR protocols were tested using igdriFCoV RNA provided by the

Department of Virology, University of Giessen.

4. Amplification of the nonstructural protein gene was more effective than that of 3c.
For the latter, nested PCR was needed for sucdeasfplification of ORF 3c.
Comparing to the other investigated tissues, tleertanstructural protein genes could
be detected more frequently in the omentum and riesenteric lymph node,
respectively.

5. Within one cat, sequences isolated from differegans were very similar or most
often identical. Most discrepancies were found leetwthe intestinal and the other
isolates of both studied nonstructural protein gerigeletions in 3c genes were
obvious in 11/19 cats with complete sequence datd4/19 cases stop codons in the
sequence of ORF 3c occurred. Sequencing of ORfevédraled deletions in only one

cat. None of the 7b sequences showed internakcsipns.

6. As described in prior studies, a high rate of detet in nonstructural protein gene 3c
in FIPV could be observed. Additionally, internabs codons were even more
frequent in FIPV whereas the investigated FEC\hatl intact 3¢ sequences. But not

all of the FIP cats' 3c genes had deletions or vedfected by truncated amino acid
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9.

sequences. Thus, 3c gene or protein integrity tsnecessarily correlated with low

virulence.

. Mutations in ORF 3c occurred in strains isolatednfr different organ systems,

independent from the affected tissue. In additibeye was no association between
mutations/stop codons and the cats' gender, tyggass lesions or the occurrence of
an immunohistochemical signal. Detection of FCoVsvpassible in tissues without
any gross or histopathological alterations. Scsihypothesized that in these cases
virus was isolated from the blood.

Possibly, the more effective amplification of ORE Gompared to ORF 3c might be
due to unequal amounts of subgenomic mRNA in ieféciells. The meaning and the

involved regulatory mechanism of this phenomenenuaikknown.

An outbreak of FIP in FCoV-infected cats is notessarily associated with deletions

or other mutations in the nonstructural proteinege8c and 7b.
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9 Anhang

9.1 Tabellen

Tabelle 11untersuchte Katzer,agebuchnummer, Herkunft, Rasse, Alter, Geschlecht

Tagebuch- | Herkunft Rasse Alter Geschlecht
nummer
S-83/08 Einkatzenhaushalt Norwegische 5 Monate m
Waldkatze
S-196/08 | Tierheim unbekannt > 1 Jahr w
S-646/08 | unbekannt unbekannt > 1 Jahr mk
S-743/08 | Mehrkatzenhaushalt Perser 6 Monate wk
S-744/08 | unbekannt Europaisch Kurhaar < 1 Jahr m
S-872/08 | unbekannt unbekannt <6 Monate w
S-1004/08| unbekannt Maine Coon 8 Monateg w
S-1074/08| Einkatzenhaushalt Bengal 5 Monate w
S-1221/08| Mehrkatzenhaushalt Perser 4 Monate m
S-1378/08| unbekannt unbekannt <1 Jahr w
S-1387/08| Einkatzenhaushalt Europaisch Kurzhaar  ofdi w
S-181/09 | Einkatzenhaushalt Europaisch Kurzhaar  hreeJa mk
S-219/09 | Mehrkatzenhaushalt Britisch Kurzhaar 6Men | m
S-222/09 | Einkatzenhaushalt Maine Coon 9 Monatge m
S-284/09 | Mehrkatzenhaushalt Britisch Kurzhaar 48en | m
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Fortsetzung Tabelle 11

Tagebuch- | Herkunft Rasse Alter Geschlecht
nummer

S-448/09 | Mehrkatzenhaushalt Maine Coon 9 Monate w
S-619/09 | unbekannt Européaisch Kurzhaar > 1 Jahr mk
S-1010/09| Mehrkatzenhaushalt Maine Coon unbekannt  w
S-1094/09| Einkatzenhaushalt Britisch Langhaar 6aflon | m
S-1129/09| Einkatzenhaushalt Europaisch Kurzhaar Jahie mk
S-1190/09| Tierheim unbekannt 3 Monate mk
S-1300/09| Tierheim Europaisch Kurzhaar 5 Monate m
S-13/10 unbekannt unbekannt 9 Monate wk
S-186/10 | Tierheim Europaisch Kurzhaar 4 Monate mk
S-367/10 | Einkatzenhaushalt Kartauser 5 Monatg w
S-518/10 | Mehrkatzenhaushalt Maine Coon 5 Monate m
S-1349/10| Mehrkatzenhaushalt Bengal 5 Monate m
S-1448/10| Einkatzenhaushalt Siam Mix 4 Monate m
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Tabelle 12 Untersuchte KatzerGewebe RNA-Konzentration, Nachweis von ORF 3c/ORF 7b,

Sektionszeitpunkt, Gewelmbgenisierungsmethode

Tagebuch- | Gewebe RNA in ORF 3c | ORF 7b | Sektions- | Homogenisierungs
nummer ng/pl Nach- | Nach- | zeitpunkt | methode
weis weis
S-83/08 Leber 253,87 - + ? Morser und Pistil
S-83/08 Niere 95,73 - + ? Morser und Pistill
S-83/08 Pleura 24,00 - - ? Morser und Pistill
S-196/08 | Leber 500,53 - - >48 h Morser und Pistil
S-196/08 | Niere 78,93 - + >48 h Morser und Pistil|
S-646/08 | Bauchwand | 7,20 + + [<24h | Morserund Pistil
S-646/08 | Netz 335,20 + + <24 h Morser und Pistil
S-646/08 | Leber 445,30 + + <24 h Morser und Pistil
S-646/08 | Darm 48,00 (+9) + <24h Mérser und Pistil
S-646/08 | Zwerchfell 7,20 + + <24 h Morser und Pistil
S-646/08 | Darm- 325,60 + + <24 h Morser und Pistil
lymphknoten
S-646/08 | Milz 174,90 + + <24 h Morser und Pistil
S-646/08 | Pankreas 454,90 +° + <24 h Morser und Pistil
S-646/08 | Niere 31,20 (+) (+) |<24h Morser und Pistil
S-646/08 | Lunge 78,90 + + <24h Morser und Pistil
S-646/08 | Gehirn 24,00 (+) . <24h Morser und Pistil
S-743/08 | Bauchwand 75,40 + + <12h Morser und Pistilr
S-743/08 | Netz 508,64 + (+) <12h Morser und Pistil’
S-743/08 | Leber 158,08 + + <12h Morser und Pistil’
S-743/08 | Darm 113,20 + (+) <12h Morser und Pistil’
S-743/08 | Zwerchfell 57,40 + (+) <12h Morser und Pistil’
S-743/08 | Darm- 215,50 + + <12h Morser und Pistil
lymphknoten
S-743/08 | Milz 294,40 + + |[<12h | Mérserund Pistil’
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Fortsetzung Tabelle 12

Tagebuch- | Gewebe RNA in ORF 3c | ORF 7b | Sektions- | Homogenisierungs
nummer ng/pl Nach- | Nach- | seitpunkt | methode
weis weis

S-743/08 | Pankreas 852,53 + + <12 h Morser undlPjst
S-743/08 | Niere 88,53 - (+) <12h Morser und Ristil
S-743/08 | Lunge 263,47 (+) + <12h Morser und Pisti
S-743/08 | Gehirn 48,00 - - <12h Morser und Ristil
S-744/08 | Bauchwand | 31,20 - - > 48 h Morser undlPist
S-744/08 | Netz 134,30 - + >48h Morser und Pistill
S-744/08 | Leber 591,47 - + > 48 h Morser und Pistill
S-744/08 | Darm 119,73 - + >48 h Morser und Pistill
S-744/08 | Zwerchfell 7,20 - + >48 h Morser und iRist
S-744/08 | Darm- 191,47 - + > 48 h Morser und Pistill

lymphknoten
S-744/08 | Milz 191,47 - + >48h Morser und Pistill
S-744/08 | Pankreas 3818,00 - + >48 h Morser undlPjs
S-744/08 | Niere 24,00 - (+) >48h Morser und Ristil
S-744/08 | Lunge 54,93 - - >48 h Morser und Pistill
S-744/08 | Gehirn 24,00 - (+) >48 h Morser und Pisti
S-872/08 | Bauchwand 7,20 - + | <24h Morser und Pistil
S-872/08 | Netz 55,20 - + | <24h Morser und Pistil
S-872/08 | Leber 438,13 - + | <24h Morser und Pistil
S-872/08 | Darm 16,80 - + | <24h Morser und Pistil
S-872/08 | Zwerchfell 38,51 - + | <24h Morser und Pistil
S-872/08 | Darm- 333,96 - + | <24h Morser und Pistil

lymphknoten
S-872/08 | Milz 71,73 - + | <24h Morser und Pistil
S-872/08 | Pankreas 1005,8Yy - +| <24h Morser und Pistil
S-872/08 | Niere 38,40 - (+) | <24h Morser und Pistil
S-872/08 | Lunge 55,20 - + | <24h Morser und Pistil
S-872/08 | Gehirn 31,20 - (+) | <24h Morser und Pistil
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Fortsetzung Tabelle 12

till

till

till

t

Lill

is

till

still

Tagebuch- | Gewebe RNA in ORF 3c | ORF 7b | Sektions- | Homogenisierungs
nummer ng/pl Nach- | Nach- | seitpunkt | methode
weis weis
S-1004/08| Bauchwand 16,80 (+) - > 48h Morser urstilPi
S-1004/08| Netz 95,73 + + > 48h Morser und Pis
S-1004/08| Leber 7,20 + + > 48h Morser und Pis
S-1004/08| Darm 31,20 + - > 48h Morser und Pig
S-1004/08| Zwerchfell 7,20 + - > 48h Morser undiRig
S-1004/08| Darm- 428,53 + + > 48h Morser und Pist
lymphknoten
S-1004/08| Milz 383,20 + - > 48h Morser und Pis
S-1004/08| Pankreas 1000,00 + - > 48h Morser urtdl P
S-1004/08| Niere 48,00 + - > 48h Morser und Pig
S-1004/08| Lunge 71,70 + - > 48h Morser und Pig
S-1004/08| Gehirn 95,70 + + | >48h Morser und Pistil
S-1074/08| Bauchwand| 26,40 - - | <24h Morser und Pistil
S-1074/08| Netz 16,80 + (+) | <24h Morser und Pistil
S-1074/08| Leber 167,73 + + | <24h Morser und Pistil
S-1074/08| Darm 102,93 - + | <24h Morser und Pistil
S-1074/08| Zwerchfell 7,20 (+) - | <24h Morser und Pistil
S-1074/08| Darm- 342,40 + £ | <24h Mérser und Pistil
lymphknoten

S-1074/08| Milz 150,93 + % |<24n Morser und Pistil
S-1074/08| Pankreas 629,87 + +| <24h Morser und Pistil
S-1074/08| Niere 71,73 - + | <24h Morser und Pistil
S-1074/08| Lunge 31,20 + + | <24h Morser und Pistil
S-1074/08| Gehirn 54,93 + + | <24h Morser und Pistil
S-1221/08| Bauchwand | 28,80 - - |<48h Morser und Pistil
S-1221/08| Netz 24,00 (+) + | <48h Morser und Pistil
S-1221/08| Leber 48,00 - + | <48h Morser und Pistil
S-1221/08| Darm 86,13 (+) + [ <48h Morser und Pistil
S-1221/08| Zwerchfell 7,20 - + | <48 h Morser und Pistil
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Fortsetzung Tabelle 12

Tagebuch- | Gewebe RNA in ORF 3c | ORF 7b | Sektions- | Homogenisierungs
nummer ng/pl Nach- | Nach- | seitpunkt | methode
weis weis

S-1221/08| Darm- 78,93 - + <48 h Morser und Pistil

lymphknoten
S-1221/08| Milz 112,53 - + |<48h Morser und Pistil
S-1221/08| Pankreas 629,87 - +|<48h Morser und Pistil
S-1221/08| Niere 48,00 - (+) | <48h Morser und Pistil
S-1221/08| Lunge 45,33 - (+) [ <48h Morser und Pistil
S-1221/08| Gehirn 21,6 - - |<48h Morser und Pistil
S-1378/08| Bauchwand 24,00 (+) - | <24h Morser und Pistil
S-1378/08| Netz 205,86 + + | <24h Morser und Pistil
S-1378/08| Leber 359,20 - (+)| <24h Morser und Pistil
S-1378/08| Darm 189,06 + + | <24h Morser und Pistil
S-1378/08| Zwerchfell 24,00 - (+) | <24h Morser und Pistil
S-1378/08| Darm- 167,73 + + | <24h Morser und Pistil

lymphknoten
S-1378/08| Milz 213,00 (+) + | <24h Morser und Pistil
S-1378/08| Pankreas 1784,0 - -| <24h Morser und Pistil
S-1378/08| Niere 4,80 (+) (+) | £24h Morser und Pistil
S-1378/08| Lunge 55,20 (+) + | <24h Morser und Pistil
S-1378/08| Gehirn 62,13 - + | <24h Morser und Pistil
S-1387/08| Bauchwand| 21,60 - - | <24h Morser und Pistil
S-1387/08| Netz 629,86 - - | <24h Morser und Pistil
S-1387/08| Leber 335,20 - - | <24h Morser und Pistil
S-1387/08| Darm 205,86 - W | <24h Morser und Pistil
S-1387/08| Zwerchfell 7,20 - <24h Morser und Pistil
S-1387/08| Darm- 95,73 - (+) | <24h Morser und Pistil

lymphknoten
S-1387/08| Milz 498,13 - - | <24h Morser und Pistil
S-1387/08| Pankreas 2712,00 - -| <24h Morser und Pistil
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Fortsetzung Tabelle 12

Tagebuch- | Gewebe RNA in ORF 3c | ORF 7b | Sektions- | Homogenisierungs
nummer ng/pl Nach- | Nach- | seitpunkt | methode
weis weis
S-1387/08| Niere 158,13 - + | <24h Morser und Pistil
S-1387/08| Lunge 174,67 - - | <£24h Morser und Pistil
S-1387/08| Gehirn 24,00 - (+) | £24h Morser und Pistil
S-181/09 | Leber 246,67 - - | <24h Morser und Pistil
S-181/09 | Niere 54,93 - - | <24h Morser und Pistil
S-219/09 | Bauchwand 7,20 + + | <24h Morser und Pistil
S-219/09 | Netz 95,73 + + | <24h Morser und Pistil
S-219/09 | Leber 445,33 + + | <24h Morser und Pistil
S-219/09 | Darm 54,93 + + | <24h Morser und Pistil
S-219/09 | Zwerchfell 7,20 + (+) | <24h Morser und Pistil
S-219/09 | Darm- 63,47 + + < 24h Morser und Pistil
lymphknoten
S-219/09 | Milz 99,33 + + | <24h Morser und Pistil
S-219/09 | Pankreas 680,00 + +|<24h Morser und Pistil
S-219/09 | Niere 122,13 + + | <24h Morser und Pistil
S-219/09 | Lunge 15,60 + + | <24h Morser und Pistil
S-219/09 | Gehirn 114,93 + - | <24h Morser und Pistil
S-222/09 | Bauchwand | 38,40 + + | <48h Morser und Pistil
S-222/09 | Netz 126,93 + + | <48h Morser und Pistil
S-222/09 | Leber 48,00 + + | <48h Morser und Pistil
S-222/09 | Darm 102,93 + + | <48h Morser und Pistil
S-222/09 | Zwerchfell 14,40 + + | <48h Morser und Pistil
S-222/09 | Darm- 110,13 + + | <48h Morser und Pistil
lymphknoten

S-222/09 | Milz 273,10 + + | <48h Morser und Pistil
S-222/09 | Pankreas 1053,6 + +| <48h Morser und Pistil
S-222/09 | Niere 78,93 + + | <48h Morser und Pistil
S-222/09 | Lunge 45,60 + + | <48h Morser und Pistil
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Fortsetzung Tabelle 12

Tagebuch- | Gewebe RNA in ORF 3c | ORF 7b | Sektions- | Homogenisierungs
nummer ng/pl Nach- | Nach- | seitpunkt | methode
weis weis
S-222/09 | Gehirn 69,30 + (+) | <48h Morser und Pistil
S-284/09 | Bauchwand 2,40 - - | <48h Morser und Pistil
S-284/09 | Netz 294,40 + + | <48h Morser und Pistil
S-284/09 | Leber 38,40 + + | <48h Morser und Pistil
S-284/09 | Darm 78,93 - - | <48h Morser und Pistil
S-284/09 | Zwerchfell 24,00 - - | <48h Morser und Pistil
S-284/09 | Darm- 62,13 + + <48h Morser und Pistil
lymphknoten
S-284/09 | Milz 110,13 - - | <48h Morser und Pistil
S-284/09 | Pankreas 941,10 + +|<48h Morser und Pistil
S-284/09 | Niere 16,80 + + | <48h Morser und Pistil
S-284/09 | Lunge 64,80 + + | <48h Morser und Pistil
S-284/09 | Gehirn 31,20 + + | <48h Morser und Pistil
S-448/09 | Bauchwand 24,00 - - |<24h Morser und Pistil
S-448/09 | Netz 48,00 + - |<24h Morser und Pistil
S-448/09 | Leber 126,93 + + |<24h Morser und Pistil
S-448/09 | Darm 150,93 + + |<24h Morser und Pistil
S-448/09 | Zwerchfell 24,00 - - |<24h Morser und Pistil
S-448/09 | Darm- 304,27 + + [<24h Morser und Pistil
lymphknoten

S-448/09 | Milz 119,73 + + | <24h Morser und Pistil
S-448/09 | Pankreas 160,53 + (+) <24h Morser und Pistil
S-448/09 | Niere 62,13 + (+) |<24h Morser und Pistil
S-448/09 | Lunge 126,93 + + | <24h Morser und Pistil
S-448/09 | Gehirn 134,13 (+) + [<24h Morser und Pistil
S-619/09 | Bauchwand 62,13 - -|<24h Bullet Blender
S-619/09 | Netz 128,13 - + |<24h Bullet Blender
S-619/09 | Leber 665,60 - (+)|<24h Bullet Blender
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Fortsetzung Tabelle 12

S

still

stil

still

Tagebuch- | Gewebe RNA in ORF 3c | ORF 7b | Sektions- | Homogenisierungs
nummer ng/pl Nach- | Nach- | seitpunkt | methode
weis weis

S-619/09 | Darm 550,67 - + |<24h Bullet Blender
S-619/09 | Zwerchfell 63,47 - (+) |<24h Bullet Blender
S-619/09 | Darm- 263,47 - + | <24h Bullet Blender

lymphknoten
S-619/09 | Milz 729,20 - - |<24h Bullet Blender
S-619/09 | Pankreas 2431,8 - -1<24nh Bullet Blender
S-619/09 | Niere 51,47 - - |<24h Bullet Blender
S-619/09 | Lunge 90,93 - - |<24h Bullet Blender
S-619/09 | Gehirn 7,20 - - |<24h Bullet Blender
S-1010/09| Bauchwand| 7,20 - -1<24nh Morser und Pistil
S-1010/09| Netz 136,53 (+) + | <24h Morser und Pistil
S-1010/09| Leber 270,67 + (+)[<24h Morser und Pistil
S-1010/09| Darm 14,40 - (+) | <£24h Morser und Pistil
S-1010/09| Zwerchfell 7,20 - - |<24h Morser und Pistil
S-1010/09| Darm- 126,93 () + <24h Mérser und Pistil

lymphknoten
S-1010/09| Milz 184,27 A + <24nh Morser und Pistil
S-1010/09| Pankreas 605,87 + > +|<24h Morser und Pistil
S-1010/09| Niere 134,13 ’+ +*  |<24h | Mérser und Pistil
S-1010/09| Lunge 24,00 e + <24nh Morser und Pistil
S-1010/09| Gehirn 95,73 “+ + <24 h Morser und Pistil
S-1094/09| Bauchwand 14,40 - + <24 h Morser undllP
S-1094/09| Netz 110,13 + + <24 h Morser und Pis
S-1094/09| Leber 119,73 - + <24 h Morser und Pig
S-1094/09| Darm 191,47 - + <24h Morser und Pig
S-1094/09| Zwerchfell 110,13 - + <24 h Morser unstilP
S-1094/09| Darm- 222,67 - + <24 h Morser und Pist

lymphknoten
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Fortsetzung Tabelle 12

Tagebuch- | Gewebe RNA in ORF 3c | ORF 7b | Sektions- | Homogenisierungs
nummer ng/pl Nach- | Nach- | seitpunkt | methode
weis weis

S-1094/09| Milz 150,93 - + <24 h Morser und Pistill
S-1094/09| Pankreas 735,20 - + <24 h Morser undlPjs
S-1094/09| Niere 158,13 - + <24h Morser und Pistil
S-1094/09| Lunge 126,93 + + <24h Morser und Pistil
S-1094/09| Gehirn 102,93 - (+) <24h Morser undilPis
S-1129/09| Bauchwand 7,20 (+) (+)|<24h Morser und Pistil
S-1129/09| Netz 88,53 + (+) | <24h Morser und Pistil
S-1129/09| Leber 71,73 + + [<24h Morser und Pistil
S-1129/09| Darm 93,33 - (+) | <£24h Morser und Pistil
S-1129/09| Zwerchfell 24,00 + + |<24h Morser und Pistil
S-1129/09| Darm- 239,46 + + | <24h Morser und Pistil

lymphknoten
S-1129/09| Milz 550,67 + + |<24h Morser und Pistil
S-1129/09| Pankreas 1707,46 - -1<24h Morser und Pistil
S-1129/09| Niere 407,20 + + |<24h Morser und Pistil
S-1129/09| Lunge 71,73 + + | <24h Morser und Pistil
S-1129/09| Gehirn 48,00 - - |<24h Morser und Pistil
S-1190/09| Bauchwand| 24,00 + + > 48 h Morser untillPis
S-1190/09| Netz 24,00 + + > 48 h Morser und Pistill
S-1190/09| Leber 296,80 + + > 48 h Morser und Pistil
S-1190/09| Darm 133,33 + + > 48 h Morser und Pistill
S-1190/09| Zwerchfell 93,33 + + >48 h Morser unstiPi
S-1190/09| Darm- 167,73 + + > 48 h Morser und Pist|ll

lymphknoten
S-1190/09| Milz 346,67 + + > 48 h Morser und Pistill
S-1190/09| Pankreas 163,43 + + > 48 h Morser undl Pjs
S-1190/09| Niere 63,47 (+) - >48h Morser und Pisti
S-1190/09| Lunge 358,00 - - >48 h Morser und Pistil
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Fortsetzung Tabelle 12

5ti

Tagebuch- | Gewebe RNA in ORF 3c | ORF 7b | Sektions- | Homogenisierungs
nummer ng/pl Nach- | Nach- | seitpunkt | methode
weis weis
S-1190/09| Gehirn 110,13 - - >48 h Morser und IPi
S-1300/09| Bauchwand | 24,00 + + | <24h Bullet Blender
S-1300/09| Netz 263,47 + + | <24h Bullet Blender
S-1300/09| Leber 3941,33 (+) + | <24h Bullet Blender
S-1300/09| Darm 15,60 + + | <24h Bullet Blender
S-1300/09| Zwerchfell 7,20 + + | <24h Bullet Blender
S-1300/09| Darm- 2178,67 + + | <24h Bullet Blender
lymphknoten
S-1300/09| Milz 1204,53 + + | <24h Bullet Blender
S-1300/09| Pankreas 1688,2]7 + +| <24h Bullet Blender
S-1300/09| Niere 677,60 (+) (+) | £24h Bullet Blender
S-1300/09| Lunge 374,80 + + | <24h Bullet Blender
S-1300/09| Gehirn 78,93 (+) - | <24h Bullet Blender
S-13/10 Bauchwand 12,60 - - |<48h Bullet Blender
S-13/10 Netz 186,67 + - | <48h Bullet Blender
S-13/10 Leber 792,53 - - |<48h Bullet Blender
S-13/10 Darm 689,60 + - |<48h Bullet Blender
S-13/10 Zwerchfell 67,07 + - | <48h Bullet Blender
S-13/10 Darm- 246,67 - - <48 h Bullet Blender
lymphknoten

S-13/10 Milz 420,53 (+) - | <48h Bullet Blender
S-13/10 Pankreas 2168,4( - -1 <48h Bullet Blender
S-13/10 Niere 553,07 - - | <48h Bullet Blender
S-13/10 Lunge 190,27 - - | <48h Bullet Blender
S-13/10 Gehirn 24,00 - - |<48h Bullet Blender
S-186/10 | Bauchwand 7,20 + - <24 h Bullet Blender
S-186/10 | Netz 119,73 + + <24 h Bullet Blender
S-186/10 | Leber 116,49 + + <24h Bullet Blender
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Tagebuch- | Gewebe RNA in ORF 3c | ORF 7b | Sektions- | Homogenisierungs
nummer ng/pl Nach- | Nach- | seitpunkt | methode
weis weis

S-186/10 | Darm 653,60 + + <24 h Bullet Blender
S-186/10 | Zwerchfell 159,33 + + <24h Bullet Blende
S-186/10 | Darm- 454,93 + + <24 h Bullet Blender

lymphknoten
S-186/10 | Milz 1399,60 (+) + <24h Bullet Blender
S-186/10 | Pankreas 3309,3 (+) - <24nh Bullet Béend
S-186/10 | Niere 454,93 + - <24 h Bullet Blender
S-186/10 | Lunge 7,20 - - <24h Bullet Blender
S-186/10 | Gehirn 948,27 (+) - <24h Bullet Blender
S-367/10 | Bauchwand 16,80 - - |<48h Bullet Blender
S-367/10 | Netz 126,93 + + |<48h Bullet Blender
S-367/10 | Leber 445,33 (e - <48 h Bullet Blender
S-367/10 | Darm 10,80 - (+) |<48h Bullet Blender
S-367/10 | Zwerchfell 27,60 O (+) |<48h Bullet Blender
S-367/10 | Darm- 277,87 £ - |<48h | Bullet Blender

lymphknoten
S-367/10 | Milz 979,47 @ - <48 h Bullet Blender
S-367/10 | Pankreas 3312,0 + (+) <48h Bullet Blender
S-367/10 | Niere 275,47 O + <48 h Bullet Blender
S-367/10 | Lunge 7,20 O - <48 h Bullet Blender
S-367/10 | Gehirn 282,67 e - <48h Bullet Blender
S-518/10 | Bauchwand | 0,10 - - <24h Bullet Blender
S-518/10 | Netz 143,73 - - |<£24h Bullet Blender
S-518/10 | Leber 836,93 - - |<24h Bullet Blender
S-518/10 | Darm 581,87 + - |<24h Bullet Blender
S-518/10 | Zwerchfell 111,33 + + |<24h Bullet Blender
S-518/10 | Darm- 470,53 - (+) |<24h Bullet Blender

lymphknoten

Fortsetzung nachste Seite

148




Anhang

Fortsetzung Tabelle 12

Tagebuch- | Gewebe RNA in ORF 3c | ORF 7b | Sektions- | Homogenisierungs
nummer ng/pl Nach- | Nach- | seitpunkt | methode
weis weis
S-518/10 | Milz 178,40 - - |<24h Bullet Blender
S-518/10 | Pankreas 2898,6 - -1<24nh Bullet Blender
S-518/10 | Niere 318,40 + + |<24h Bullet Blender
S-518/10 | Lunge 688,40 + + | <24h Bullet Blender
S-518/10 | Gehirn 796,13 (+) + | <24h Bullet Blender
S-1349/10| Bauchwand | 7,20 + - 1 <48h Bullet Blender
S-1349/10| Netz 0,10 + + [<48h Bullet Blender
S-1349/10| Leber 609,97 + + [ <48h Bullet Blender
S-1349/10| Darm 125,73 + + |<48h Bullet Blender
S-1349/10| Zwerchfell 0,10 + + [<48h Bullet Blender
S-1349/10| Darm- 117,33 + + | <48h Bullet Blender
lymphknoten
S-1349/10| Milz 651,20 + + |<48h Bullet Blender
S-1349/10| Pankreas 1011,60 + -1 <48h Bullet Blender
S-1349/10| Niere 237,07 + - |<48h Bullet Blender
S-1349/10| Lunge 197,47 + + | <48h Bullet Blender
S-1349/10| Gehirn 22,80 + - |<48h Bullet Blender
S-1448/10| Bauchwand | 252,40 + -|<48h Bullet Blender
S-1448/10| Netz 114,13 + + |<48h Bullet Blender
S-1448/10| Leber 62,67 - - |<48h Bullet Blender
S-1448/10| Darm 23,60 - - |<48h Bullet Blender
S-1448/10| Zwerchfell 21,07 - - |<48h Bullet Blender
S-1448/10| Darm- 23,47 + + <48 h Bullet Blender
lymphknoten

S-1448/10| Milz 1191,47 & - <48h | Bullet Blender
S-1448/10| Pankreas 4712,00 A+ - <48 h Bullet Blender
S-1448/10| Niere 84,40 + + |<48h Bullet Blender
S-1448/10| Lunge 358,80 + + | <48h Bullet Blender
S-1448/10| Gehirn 99,20 + + [<48h Bullet Blender
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1Zeit in Stunden post mortem
“Auftreten von mehreren Banden in einer Spur

(+) Schwache Banden
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Tabelle 13 Untersuchte KatzedHC'-Signal, ORF 3c/7b-Nachweis in Geweben

pathologisch-anatomische&vieierungen

Tagebuch- | IHC-Signal ORF 3c ORF 7b Pathologisch-anatomische
nummer Nachweis | Nachweis | Veranderungen
S-83/08 Le: + Le: - Le: + - FibrinGds-exsudative
Ni: + Ni: - Ni: + Pleuritis
Lu: + Lu: n.u. Lu: n.u. - Granulome: Lu, Le, Mi, Ni,
Ge: + Ge: n.u. Ge: n.u. Sternal-Ln, Meningen
S-196/08 | Ni: + Ni: - Ni: + - Keine Ergusse
Ge: + Ge: n.u. Ge: n.u. - Granulome: Ni, Meningen
S-646/08 | Da: + Da: + Da: + - Fibrinds-exsudative
Zw: + Zw: + Zw: + Peritonitis mit Perihepatitis
Le: + Le: + Le: + und Perisplenitis
- Granulome: Da-Serosa, Ne
Bw
S-743/08 | Ne: + Ne: + Ne: + - Ikterus, Anamie
Da: + Da: + Da: + - Fibrinds-exsudative
Peritonitis und Pleuritis
Granulome: Ne, Zw, Bw,
Ni, Pa, Da-Ln, Serosa von
Le und Mi
S-744/08 | Da: + Da: - Da: + - Anamie

- Fibrinds-exsudative
Peritonitis

- Granulome: Ne, Gekrose,
Da, Le, Mi
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Fortsetzung Tabelle 13

Tagebuch- | IHC-Signal ORF 3c ORF 7b Pathologisch-anatomische
nummer Nachweis | Nachweis | Veranderungen
S-872/08 | KM: + KM: n.u. | KM:n.u. |- Fibrinés-exsudative
Le: + Le: - Le: + Peritonitis mit Perihepatitis
Mi: + Mi: - Mi: + und Perisplenitis
S-1004/08| Ni: + Ni: + Ni: - - Keine Erglsse
RM: + Ge: + Ge: + - Granulome: Ni, Le, Ge,
Auge, Zw
S-1074/08| Ni: + Ni: - Ni: + - Keine Erglsse
Le: + Le: + Le: + - Granulome: Ni, Ne, Pa, Lu
Mi: + Mi: + Mi: + Ge, Auge
Lu: + Lu: + Lu: +
Auge: + Auge: n.u. | Auge: n.u.
Ge: + Ge: + Ge: +
Da-Ln: + Da-Ln: + | Da-Ln: +
S-1221/08| Mi: + Mi: - Mi: + - Fibrinds-exsudative
Peritonitis mit Perihepatitis
und Perisplenitis
- Granulome: Da-Ln, Da, Ge
S-1378/08| Da: + Da: + Da: + - Keine Erglsse
Ni: + Ni: + Ni: + - Granulome: Ni, Gekrose,
Ge: + Ge: - Ge: - Auge, Ge
S-1387/08| Ni. + Ni: - Ni: + - Keine Ergusse
Ge: + Ge: - Ge: + - Granulome: Ni
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Tagebuch- | IHC-Signal ORF 3c ORF 7b Pathologisch-anatomische
nummer Nachweis | Nachweis | Veranderungen
S-181/09 | keine IHC - Keine Erglsse
durchgefuhrt - - - Anamie, Exsikkose, Ikterus
- Granulome: Ni
S-219/09 | KM: + KM: n.u. | KM:n.u. |- lkterus
Da-Ln: + Da-Ln: + | Da-Ln: + | - Fibrin6s-exsudative
Le: + Le: + Le: + Peritonitis
Ni: + Ni: + Ni: + - Granulome: BwNe, Da, Ni,
Le, Lu, Da-Ln
S-222/09 | Ne: + Ne: + Ne: + - Fibrinds-exsudative
Le: + Le: + Le: + Peritonitis
w: + w: + w: +
S-284/09 | Ni: + Ni: + Ni: + - Anamie, Ikterus
Le: + Le: + Le: + - Fibrinds-exsudative
Mi: + Mi: - Mi: - Peritonitis
Lu: + Lu: + Lu: + - Granulome: Le, Mi, Ni, Lu,
Pleura, Da-Serosa
S-448/09 | Da-Ln: + Da-Ln: + | Da-Ln: + | - Keine Erglsse
Ni: + Ni: + Ni: + - Ikterus
Lu: + Lu: + Lu: + - Granulome: Ni, Da-Ln, Zw,
Le: + Le: + Le: + Le, Lu, Ge, Pleura
S-619/09 | Da: + Da: - Da: + - Fibrinds-exsudative
Ne: + Ne: - Ne: + Peritonitis und Pleuritis
Zw: + Zw: - Zw: + - Granulome: Le, Mi, Da,

Bw, Ni, Ne, Zw, Lu, Pleura
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Tagebuch- | IHC-Signal ORF 3c ORF 7b Pathologisch-anatomische
nummer Nachweis | Nachweis | Veranderungen
S-1010/09| Ge: + Ge: - Ge: + - Keine Erglsse
Ni: + Ni: + Ni: + - Granulome: Le, Ni, Da-Ln,
Da-Ln: + Da-Ln: + | Da-Ln: + Ge
S-1094/09| Da-Ln: + Da-Ln: - | Da-Ln: + | - Andmie, lkterus
Mi: + Mi: - Mi: + - Fibrinds-exsudative
Ne: + Ne: + Ne: + Peritonitis
Ni: + Ni: - Ni: + - Granulome: Bw, Ne, Zw,
Zw: + Zw: - Zw: + Le, Pa, Da-Ln, Ni, Lu
S-1129/09| Zw: + w: + w: + - Fibrinds-exsudative
Lu: + Lu: + Lu: + Pleuritis
Le: + Le: + Le: + - Granulome: Pleura, Lu, Le
Mi, Pa
S-1190/09| Ne: + Ne: + Ne: + - Fibrinds-exsudative
Zw: + w: + w: + Peritonitis mit Perihepatitis
und Perisplenitis
- Granulome: Da-Serosa
S-1300/09| Le: + Le: + Le: + - Anamie
Ne: + Ne: + Ne: + - Fibrinds-exsudative
Peritonitis
- Granulome: Bw, Da-Serosa
Mi
S-13/10 Le: + Le: - Le: - - Fibrinds-exsudative
Peritonitis
- Granulome: Da-Ln, Pa, Bw,
Da, Mi
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Fortsetzung Tabelle 13

Tagebuch-

nummer

IHC-Signal

ORF 3c

Nachweis

ORF 7b

Nachweis

Pathologisch-anatomische

Verénderungen

S-186/10

Da: +

Da: +

Da: +

- Anamie

- Fibrinds-exsudative
Peritonitis

- Granulome: Da-Serosa, D3
Ln, Mi, Pa

L

S-367/10

Ni: +

Ni: +

Ni: +

- Anamie

- Fibrinds-exsudative
Peritonitis und Pleuritis

- Granulome: Ne, Ni, Ge, Le

Auge

S-518/10

Ni: +
ZW: +

Lu: +

Ni: +
ZW: +

Lu: +

Ni: +
ZW: +

Lu: +

- Anamie

- Fibrinds-exsudative
Pleuritis

- Granulome: Ni, Da-Ln, Ge,

Lu, Pleura

S-1349/10

Le: +

Da-Ln: +

Le: +

Da-Ln: +

Le: +

Da-Ln: +

- Keine Erglsse

- Anamie, Ikterus

- Granulome: Ne, Gekrose,
Mi, Le, Da-Serosa, Zw,

Pleura

S-1448/10

Ni: +

Ni: +

Ni: +

- Anamie
- Fibrin6s-exsudative
Pleuritis

- Granulome: Ni, Gekrose,

Sternal-Ln, Auge

' IHC = Immunhistologie

2Gewebe: Bw = Bauchwand; Da = Darm; Da-Ln = Darmlgimoten; Ge = Gehirn; Le = Leber; Lu = Lunge;
Mi = Milz; Ne = Netz; Ni = Niere; Pa = Pankre&@sy = Zwerchfell
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Tabelle 14 Untersuchte KatzerGenlange 3c, Basenunterschig@dweichende Aminoséauren, Auftreten von

Stopcodons innerhalb dessGen

Tagebuch- | Lange Basenunterschiede | Abweichende | Aminosédure | Stopcodons
nummer von (Positionen:GeweBe | Aminoséauré | bei restlichen | innerhalb
ORF 3c Geweben ORF 3¢
(Basen)
S-646/08 Keine vollstdndige Sequenz erhalten
S-743/08 712 - - - -
S-1004/08 714 29: Ge Pro Leu
49: Zw STOP GlIn
74: Da-Ln Leu Pro -
103: Da-Ln, Ge His Tyr Zw: +
464: Zw, Pa Val Gly
470: Pa Asn; lle Asn
685: Ge GIn Glu
S-1074/08 714 568: Mi, Lu Arg; Gly Arg; Gly +
S-1221/08 Keine vollstdndige Sequenz erhalten
S-1378/08 714 - - - -
S-219/09 712 283: Lu Asn Asp
317: Le, Mi, Pa, Lu | Lys; Arg Arg +
322: Lu Thr Ala
409: Bw Ser Ala
S-222/09 714 494: Zw, Ge Met; Thr Met; Thr
533: Ge lle; Thr lle; Thr
553: Da, Mi, Lu Tyr Asp -
631: Da, Mi, Lu lle; Val Val
S-284/09 694 206: Ge Phe Cys +
S-448/09 658 - - - +
S-1010/09 712 - - - +
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Fortsetzung Tabelle 14

Tagebuch- | Lange Basenunterschiede | Abweichende | Aminosaure | Stopcodons
nummer von (Positionen:Gewebe) | Aminoséure | bei restlichen | innerhalb
ORF 3c Geweben ORF 3c
(Basen)
S-1094/09 713 - - - +
S-1129/09 714; | 188: Da-Ln Asn Ser
683: Ni | 283: Zw, Da-Ln, Mi | Asp; Asn Asp
283: Ni Asn Asp
367-368: Ni Deletion -
446: Da-Ln, Ni Cys Tyr +
475-503: Ni Deletion -
619: Zw, Lu Ser Ala
628: Bw Cys Gly
702: Bw STOP; Tyr Tyr
S-1190/09 714 382: Bw, Le, Da, Pa  Pro; Thr Thr -
S-1300/09 714 - - - +
S-13/10 714 - - - +
S-186/10 711 - - - -
S-367/10 709 - - - +
S-518/10 714 51: Da His GlIn
119: Da Asn Ser
120: Da Asn Ser
250: Da Gly STOP
322: Da lle Val +
324: Da lle val Da: -
489: Da Asp Glu
535: Lu Cys Arg
695: Da His Arg
S-1349/10 712 - - - +
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Fortsetzung Tabelle 14

Tagebuch- | Lange Basenunterschiede | Abweichende | Aminosaure | Stopcodons
nummer von ORF | (Positionen:Gewebe) | Aminosaure | bei restlichen | innerhalb
3c Geweben ORF 3c
(Basen)
S-1448/10| 714: Bw} 129-154: Ne, Da-Ln| Deletion -
688: Ne, | Ni, Lu, Ge
Ln; +
687 Ni 709: Ni, Lu, Ge Deletion -

Lu, Ge

! Es sind nur Basenunterschiede aufgefiihrt, die &imkerung der Aminosauresequenz nach sich ziehen

2Gewebe: Bw = Bauchwand; Da = Darm; Da-Ln = Darmlyimten; Ge = Gehirn; Le = Leber; Lu = Lunge;
Mi = Milz; Ne = Netz; Ni = Niere; Pa = Pankre&sy = Zwerchfell

® Aminosauren: angegeben im Dreibuchstabencodee(gibhildung 29/Tabelle 17)

* + = Auftreten eines oder mehrerer Stopcodonsjurchgehende Sequenz
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Tabelle 15Untersuchte KatzerGenlange 7b, Basenunterschigdenzahl unterschiedlicher Aminosauren,

Auftreten von Stopcodonsarhalb 7b

Tagebuch- | Lange Basenunterschiede | Abweichende | Aminoséaure | Stopcodons

nummer von (Positionen:GeweBe | Aminoséauré | bei restlichen | innerhalb
ORF 7b Geweben ORF 7b
(Basen)

S-83/08 621 - - - -
S-196/08 | 621 - - - -

S-646/08 621 252: Da Leu Phe -
S-743/08 621 225: Lu His GIn -
318: Lu - - -

S-744/08 | 621 - - - -
S-872/08 | 621 - - - -
S-1004/08| 621 - - - -

S-1074/08| 621 510: Da - - -
584: Da Phe Tyr -
592: Da Leu lle -

S-1221/08| 615 - - - -

S-1378/08| 621 62: Da Arg GlIn -
64: Da Tyr His -
68: Da Asp Ala -
110: Da His Arg -
115: Da lle Val -
193: Da Gly Arg -
382: Da His Tyr -
445: Da Tyr His -
532: Da Asn Asp -
600: Da GIn His -
604: Da His Tyr -

S-1387/08| 621 - - - -
S-219/09 | 621 - - - -
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Tagebuch- | Lange Basenunterschiede | Abweichende | Aminosdure | Stopcodons
nummer von (Positionen:Gewebe) | Aminosaure bei restlichen | innerhalb
ORF 7b Geweben ORF 7b
(Basen)
S-222/09 | 621 - - - -
S-284/09 | 621 139: Ge Ser Thr -
271: Ge Ser Pro -
359: Ge Lys Asn -
381: Da-Ln - - -
S-448/09 | 621 360: Da-Ln His GIn -
S-619/09 | 621 269: Da-Ln Asn; Asp Asp -
S-1010/09| 621 131: Ni Phe Tyr -
423: Lu - - -
S-1094/09| 621 167: Ni Glu Gly -
S-1129/09| 621 551: Da-Ln, Mi Phe Tyr -
560: Le, Da-Ln, Thr Met -
Mi
S-1190/09| 621 - - - -
S-1300/09| 621 - - - -
S-186/10 | 621 271: Mi Ser Pro -
S-367/10 | 621 13: Ne Phe Leu -
434: Ne Lys Arg -
479: Ne His Arg -
508: Ne His Tyr -
S-518/10 | 621 - - - -
S-1349/10| 621 - - - -
S-1448/10| 621 - - - -

! Es sind nur Basenunterschiede aufgefiihrt, die &mkerung der Aminoséuresequenz nach sich ziehen

2Gewebe: Bw = Bauchwand; Da = Darm; Da-Ln = Darmlgimoten; Ge = Gehirn; Le = Leber; Lu = Lunge;
Mi = Milz; Ne = Netz; Ni = Niere; Pa = Pankre&sy = Zwerchfell
® Aminosauren: angegeben im Dreibuchstabencodee(gibhildung 29/Tabelle 17)
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Tabelle 16 Angaben zu FECV, die zu Vergleichszwecken herarggzavurden

Bezeichnung Lange von | Stopcodon | Bemerkung
ORF 3c innerhalb
[Basen] ORF 3c
FECV-6 714 - aus Institut fur Virologie, JLU Giel3en
FECV-53 714 - aus Institut fur Virologie, JLU Giel3en
FECV-UCD 3a 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: FJ943761
FECV-UCD 3b 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: FJ943762
FECV-UCD 4 714 - aus NCBI GenBanK;
acc. no.: FJ943763
FECV-UCD 5 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: FJ917522
FECV-UCD 6 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: FJ943771
FCoV-RM 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: FJ938051
DSKUU113F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: GU053613
DSKUU1F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: GU053614
DSKUU2F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: GU053615
DSKUU9F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: GU053616
DSKUU25F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: GU053617
DSKUU33F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: GU053618

Fortsetzung nachste Seite
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Fortsetzung Tabelle 16

Bezeichnung Lange von | Stopcodon | Bemerkung
ORF 3c innerhalb
[Basen] ORF 3c
DSKUU54F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.GU053619
DSKUUS5F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.GU053620
DSKUU101F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.GU053621
DSKUU102F 714 - aus NCBI GenBanK;
acc. no.: GU053622
DSKUU103F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: GU053623
DSKUU104F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: GU053624
DSKUU123F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: GU053625
DSKUU152F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: GU053626
DSKUU160F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: GU053627
DSKUU165F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: GU053628
DSKUU166F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: GU053629
DSKUU167F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: GU053630
DSKUU168F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.:GU053631

Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung Tabelle 16

Bezeichnung Lange von | Stopcodon | Bemerkung
ORF 3c innerhalb
[Basen] ORF 3c
DSKUU169F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.GU053632
DSKUU174F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.GU053633
DSKUU176F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.GU053634
DSKUU179F 714 - aus NCBI GenBanK;
acc. no.GU053635
DSKUU185F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.GU053636
DSKUU193F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.GU053637
DSKUU194F 714 - aus NCBI GenBank;
acc. no.: GU053638
DSKUU197F 714 - aus NCBI GenBank;

acc. no.: GU053639
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9.2 Genetischer Code
Die mit Hilfe des Programms ExPASY Translate T(Swiss Institute of Bioinformatics
Schweiz) erhaltenen Aminoséuresequenzen leitenvainl genetischen Code ab, nach ¢

ein oder mehrere Basentripletts jeweils flr eineéosaure codiere

Abb. 31 ,Codesonne” zur Herleitung von Aminoséauresequermrdrand der Basentriple

aus Wikipedia, genetischer Code

Je 3 Nukleinsaurebaserpdieren fiir eine Aminosat
' G = Guanin

A = Adenin

U = Uracil (RNA) bzw. Thymin (DNA

C = Cytosin
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Tabelle 17 Abkirzungscodes fiir die 20 kanonischen Aminoséuren

Aminosaure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminséure Glu E
Glyin Gly G
Histidin His H
lIsoleucin lle I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \Y
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9.3 Bezugsquellen fir Chemikalien, Kits und Antikdper

Biozym, Hess. Oldendorf
SeaKem® LE Agarose, Art.-Nr.: 840.00

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Borsaure > 99,8 %, p. a., Art.-Nr.: 6943.3

DEPC=> 97 %, Art.-Nr.: KO28.1
EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat 99 %, Art.-Nr.: X986.2
Ethanol, Rotipurafy p. a., Art.-Nr.: 9065.4
Ethidiumbromidlésung 1 % (10mg/ml), Art.-Nr.: 2218
Isopropanol , 2-Propanol, Rotipufamp. a., Art.-Nr.: 6752.2
Methanol, Rotipurafy p. a., Art.-Nr.: 4627.2
Natriumacetat (MW 136,08), Art.-Nr.: 6779.1

TRIS Pufferaf, > 99,9 %, p.a., Art.-Nr.: 4855.3

Wasser, Nuklease-frei, steril-filtriert und autokkrt, DEPC-behandelt, Art.-Nr.: T143
Xylol-Ersatz, Roti-Histof, Art.-Nr.: 6640.3

Custom Monoclonals Int., Sacracmento, CA, USA
Maus anti-FIPV clone FCV 3-70

Dianova GmbH, Hamburg
Ratte anti-Maus IgG (H&L), Art.-Nr.: 415005100
PAP von der Maus, Art.-Nr.: 223005025

Fermentas, St. Leon-Rot

dNTP Mix 10mM, Art.-Nr.: R0192

Exonuclease I, Art.-Nr.: EN0581

Langenstandard O'Gene RU¥r50 bp DNA ladder, Art.-Nr.: SM1133
Langenstandard pUC Mix Marker 8, Art.-Nr.: SM0301

Loading Dye Organge 6x, Art.-Nr.: R0631

Shrimp Alkaline Phosphatase, Art.-Nr.: EF 0511
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Invitrogen, Karlsruhe
RNaseOUT" Recombinant Ribonuclease Inhibitor, Art.-Nr.: 10879

MbP, San Diego, CA, USA
RNase AWAYM. Art.-Nr.: 7005

NatuTec, Frankfurt am Main
Taq DNA Polymerase (5 u/ul), Art.-Nr.: TP-1000-Al
Puffer (MgCl-haltig), Art.-Nr.: TP-1000-Al

Nippon Genetics Europe, Diren
Midori Green (1 ml), Art.-Nr.: MG02

Promega, Mannheim
Random Hexamers, Art.-Nr.: C1181

Qiagen, Hilden

Omniscripf RT Kit, Art.-Nr.: 205111
QlAamp® Viral RNA Mini Kit, Art.-Nr.: 52904
QlAshreddef Tubes, Art.-Nr.: 79654
RNase-Free DNase Set, Art.-Nr.: 79254
RNeasy Mini Kit, Art.-Nr.: 74104
Sensiscrigt RT Kit, Art.-Nr.: 205211
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9.4 Bezugsquellen fur Gerate und Gebrauchsmaterian

Bachofer, Reutlingen

UV-Transilluminator 254 nm

Biozym Diagnostic GmbH, Hess. Oldendorf

Multicycler PTC 200

PCR Soft Tubes, 0,2 ml, Flachdeckel, Art.-Nr.: 7209
SafeSeal-Tips (gestopfte Pipettenspitzen) bis 1008rt.-Nr.: 781002
SafeSeal-Tips (gestopfte Pipettenspitzen) bis 208mi-Nr.: 780202
SafeSeal-Tips (gestopfte Pipettenspitzen) bis 108rti-Nr.: 780102
SafeSeal-Tips (gestopfte Pipettenspitzen) bis 2@uL-Nr.: 780022
SafeSeal-Tips (gestopfte Pipettenspitzen) bis 18uikNr.: 780017

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Pistill, Hohe 125 mm, Art.-Nr.: 3831.1

Reibschalen, Innendurchmesser 90 mm, Art.-Nr.: 1568
Rotilabd®-Spritzenfilter, steril, 0,22 pm, Art.-Nr.: KH54.1

Eastman Kodak Inc., Rochester, NY, USA
Kodak Gel-Dokumentationssystem Version 1.0

Enders GmbH & Co. KG, Reiskirchen
Gefrierbeutel, Seitennahtbeutel, Art.-Nr.: 056003

Engelbrecht, Edermiinde
StarFrost Objekttrager, Art.-Nr.: 11101

Eppendorf GmbH, Hamburg
Eppendorfzentrifuge 5415C

H+P Labortechnik GmbH, Oberschlei3heim
Varioklav® Dampfsterilisator Typ 500 EV
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Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach
Magnetriihrer MR 2002
Vortexer Reax 2000

Heraeus, Hanau
Zentrifuge Labofuge 400R

Langenbrinck, Emmendingen
SuperFrost Plus-Objekttrager, Art.-Nr.: 030060

MAGV GmbH, Rabenau
Waage Ohaus

Melag, Berlin

HeiRluftsterilisator

Mettler Toledo, Giel3en
Analysewaage Mettler B6

MWG Biotech, Ebersberg
Spannungsquelle fur Elektrophorese PowersupplyZ2PSLD

Next Advance, Averill Park, NY, USA
Beads, Edelstahl, Durchmesser 0,5 mm, Art.-Nr.: 5B
Homogenisator Bullet Blend®Blue 50

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen
Tissue-TeR VIP™ 5 Jr.
Tissue-TeR Film®

Sarstedt, NUmbrecht

Reaktionsgefall SafeSeal Gefald 1,5 ml, Art.-Nr70&.
Rohre 15 ml, 120 x 17 mm, Art.-Nr.: 62.554.512
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Thermo Scientific, Dreieich
Coverplate®”, Art.-Nr.: 72110013

Elektrophoresekammern Owl separation systems

9.5 Losungen und Puffer

5x TBE-Puffer (pH 8,3)

54,0 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (MW 121,14)
27,5 g Borsaure (MW 61,83)

4,15 g EDTA-Na (MW 372,24)

ad 1000 ml Aqua dest., autoklavieren

40x TAE-Puffer (pH 7,2)

193,6 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (MW 121,14)
108,8 g Na-Acetat (MW 82,03)

15,2 g EDTA-Na (MW 372,24)

ad 1000 ml Aqua dest., autoklavieren

2 %ige Agarosegele

0,5x TBE (5x TBE 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt) igarose auf dem Magnetrihrer bis zur
vollstandigen Auflosung erhitzen. Nach kurzem Aufken das flissige Agarose-Puffer-
Gemisch auf circa 60 °C abkihlen lassen und Etmbdremidlosung mit einer
Ausgangskonzentration von 0,1 % beziehungsweis@ tetdinnte Midori-Green-LOsung
hinzufligen. Gel blasenfrei in Gelkammer gie3en. N&®stwerden des Gels Kamm
entfernen.

Eingesetzte Mengen an 0,5x TBE, Agarose und Ettmbdiomid/Midori-Green abhangig von
der Kammergrol3e (siehe Tabelle 8).

170



Anhang

TRIS-buffered saline (TBS, pH 7,6)

Stammldsung (10x):

60,57 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (MW 121,14)
610 ml Aqua dest.

390 ml 1 N HCI

pH-Wert mit 1 N HCI auf pH 7,6 einstellen

Gebrauchslésung:

100 ml Stammlésung

900 ml 0,8 % NacCl in Aqua dest.

pH-Wert mit 1 N NaOH/HCI auf pH 7,6 einstellen

Zitratpuffer (10 mM, pH 6,0)
Stammldsung A: 0,1 M Zitronensaure
21,01 g Zitronensaure x,B

ad 1000 ml Aqua dest.

Stammldsung B: 0,1 M Natriumzitrat
29,41 g Trinatriumzitrat x O
ad 1000 ml Aqua dest.

Gebrauchslésung:

9 ml Stammlésung A und 41 ml Stammlésung B mit #480Aqua dest. auf 500 ml auffillen
und mischen

pH-Wert mit 1 N HCI auf pH 6,0 einstellen

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

6,81 g Imidazol

ad 1000 ml Aqua dest.

500 ml 0,1 M HCI zugeben und pH-Wert auf pH 7,1statien

Haltbarkeit der Lésung: circa 1 Woche
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3,3'-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Dihydrat-L6s ung (DAB)
100 mg DAB in 200 ml 0,1 M Imidazol/HCI-Puffer (pH1) I6sen und auf dem Magnetriihrer

mischen. Filtrieren und unmittelbar vor dem Gebhau@ pl 30 % HO ,zugeben.
Kardasewitsch
200 ml 25 %ige Ammoniaklésung

800 ml 70 %iges Ethanol

Papanicolaous Gebrauchslosung

Papanicolaous Hamatoxylin 1b und Aqua dest. im &émnks 1:10 mischen und filtrieren.
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Abklrzungsverzeichnis

10 Abkirzungsverzeichnis

A
Abb.

acc. no.

ADE
APN
Blast
bp
Bw

CCoV
CD
cDNA
Da
Da-Ln
DAB
Del.
DEPC
dest.
DNA
ddNTP
dNTP
DTT
EDTA
ELISA
fAPN
Fc
FCoV
FECV
FIP
FIPV

Adenin

Abbildung

accession number
antibody-dependent enhancement
Aminopeptidase N

basic local alignment search tool
Basenpaare
Bauchwand

Cytosin

canines Coronavirus
cluster of differentiation
complementary desoxyribonucleic acid
Darm

Darmlymphknoten
Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid
Deletion

Diethylpyrocarbonat

destillata
desoxyribonucleic acid
Didesoxyribonukleosidtriphosphat
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure
enzym-linked immunosorbent assay
feline Aminopeptidase N
fragment crystallizable
felines Coronavirus
felines enterales Coronavirus
feline infektiose Peritonitis

felines infektioses Peritonitisvirus
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X g gravitational acceleration

G Guanin

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Ge Gehirn

h Stunde(n)

HE Hamatoxylin-Eosin

Ig Immunglobulin

kb Kilobasen

KM Knochenmark

Le Leber

LS leader sequence

Lu Lunge

m mannlich

M Molar

mA Milliampere

mg Milligramm

MHC major histocompatibility complex
Mi Milz

min Minuten

mk mannlich-kastriert

mM Millimolar

MRNA messenger ribonucleic acid
uM Mikromolar

NCBI National Center for Biotechnology Information
Ne Netz

Ni Niere

Nt Nukleotide

n.u. nicht untersucht

Ob;. Objektiv

ORF open reading frame

p probability

Pa Pankreas

PAP Peroxidase-anti-Peroxidase
PCR Polymerase-Kettenreaktion
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Pos.
PRCV
RNA
RT
SARS
sec
SPF

TAE
TBE
TBS
TGEV
Tm

U/min
UTR
uv

wk
ZNS

A

Position

porcine respiratory coronavirus
ribonucleic acid

reverse Transkription

severe acute respiratory syndrome
Sekunden

specific pathogen free

Thymin

Tris-Acetat-EDTA
Tris-Borat-EDTA

Tris-buffered saline
transmissible gastroenteritis virus
Schmelztemperatur

Uracil

Umdrehungen pro Minute
untranslated region

ultraviolett

weiblich

weiblich-kastriert

Zentrales Nervensystem

Zwerchfell
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