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Institut fiir Virologie, Veterindr-medizinische Fakultdt, Universitdt Ziirich

Identifikation und Charakterisierung von neuen und unbekannten Coronaviren
mit Hilfe von RT-PCR und degenerierten Primern

K Tobler und M. Ackermann

Zusammenfassung

Um das Genom des Epizootischen Virus Diar-
rhoe Virus (EVDV) untersuchen zu konnen, wur-
de eine speziclle Methode der reversen Trans-
kription und Polymerase Kettenreaktion (RT-
PCR) entwickelt. Die publizierten Sequenzen von
verschiedenen Coronaviren wurden miteinander
verglichen und auf Regionen untersucht, welche
bei allen Vertretern vorkommen. Solche Stellen
wurden auf der Ebene der Aminosiduresequenz
im Gen fir das Nichtstrukturprotein 1b (ORF1b),
sowie in den Genen fir die Hauptstrukturprotei-
ne (S, M und N) gefunden. Aufgrund der Degene-
riertheit des genetischen Codes kann eine einzi-
ge Aminosiure durch verschiedene Nukleinsiu-
re-Tripletts kodiert werden. Bei der Synthese von
Primern fir die RT-PCR wurde dieser Degene-
riertheit Rechnung getragen. Es wurden Primer-
gemische hergestellt, welche alle moglichen Va-
rianten in der Nukleinsiuresequenz beruicksich-
tigten. Mit Hilfe dieser Methode wurde insge-
samt ein circa 4000 Basen grosses Stiick des Ge-
noms von EVDV durch RT-PCR amplifiziert und
kloniert. Die Analyse der Genomsequenz ergab,
dass EVDV eine interessante Stelle zwischen dem
Virus der Transmissiblen Gastroenteritis (TGE)
der Schweine und dem Humanen Coronavirus
229E einnimmt. Es ist anzunehmen, dass die hier
eingeschlagene Strategie auch fiir die Analyse an-
derer, bisher unbekannter Coronaviren und an-
derer nicht ziichtbarer Viren erfolgreich sein
konnte.

Schliisselworter: Coronavirus — EVD-Virus —
RT-PCR - degenerierte Primer

Einleitung

Das Virus der Epizootischen Virus Diarrh6e (EVD, EVDV)
wurde Ende der 70ger Jahre erstmals als Erreger von
akuten Durchfallerkrankungen bei Schweinen allen Al-
ters beschrieben (Pensaert und Debouck, 1978). Vor al-
lem bei neugeborenen Ferkeln nahm die Infektion oft
einen fatalen Verlauf. Das Krankheitsbild erinnerte stark
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Identification and characterisation of new and
unknown coronaviruses by using RT-PCR and
degenerated primers

A modified method of the reverse transcription
followed by polymerase chain reaction (RT-PCR)
was developed in order to examine the genome
of a recently discovered virus, the porcine epi-
demic diarrhoea virus (PEDV), which resembled
morphologically the coronaviruses. The pub-
lished sequences of the genomes of various coro-
naviruses were compared. On the level of the
amino acid sequence, conserved regions, com-
mon to all coronaviruses, were found in the gene
encoding the nonstructural protein 1b as well as
in the genes coding for the major structural pro-
teins (S, M, and N). Due to the degeneration of
the genetic code, some amino acids may be en-
coded by different nucleotide triplets. In order to
compensate for this degeneration, mixtures of
primers were synthesized, containing a variety of
nucleotide sequences which together represent-
ed all possible codons for the conserved amino
acid sequences. This method allowed to amplify
and clone approximately 4000 base pairs of the
genome of PEDV. An analysis of the genomic se-
quences revealed that PEDV holds an interesting
intermediate position between human coronavir-
us 229E and Transmissible Gastroenteritis virus.
We postulate that the method presented in this
contribution may be useful to study and charac-
terize other unknown viruses, especially viruses
for which no cell cultures for propagation are
available. '

Key words: coronavirus — PED virus — RT-
PCR - degenerated primers

an dasjenige der Transmissiblen Gastroenteritis (TGE),
welche von einem Coronavirus, dem TGEV, verursacht
wird. Elektronenmikroskopische Aufnahmen des EVD-
Virus zeigten tatsichlich coronavirus-dhnliche Struktu-
ren. Andererseits konnte keine serologische Verwandt-
schaft zwischen TGEV und dem EVD-Virus gezeigt wer-
den. Es dauerte danach fast 10 Jahre, bis ein Zellkultur-
System fiir die Vermehrung von EVDV in vitro gefunden
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wurde (Hofmann und Wyler, 1988). Aus diesem Grunde
wurden lange Zeit keine Fortschritte in der Forschung
iiber EVDV erzielt.

Die Familie der Coronaviridae umfasst zwei Genera (Co-
ronavirus und Torovirus), wobei das Genus Arterivirus
zu den coronadhnlichen Viren gezihlt wird. Das Genus
der Coronaviren wird in vier Gruppen gegliedert, wobei
die Coronaviren der Gruppen 1 und 2 die Vertreter um-
fassen, welche bei Sdugetieren und beim Menschen vor-
kommen. Wichtige Vertreter der Gruppe 1 sind TGEV
und das Virus der Felinen Infektiosen Peritonitis (FIPV),
aber auch das Humane Coronavirus 229E (HCV229E). In
der Gruppe 2 sind das Bovine Coronavirus (BCV), das
Maushepatitis Virus (MHV) und das Humane Corona-
virus OC43 (HCVOC43) zu nennen. Die Gruppeneintei-
lung beruht auf antigenetischer Verwandtschaft und
auf Ahnlichkeiten im Aufbau des Genoms. Um EVDV
innerhalb der Coronaviren niher zu klassieren und zu-
gleich eine Basis fiir weitere Untersuchungen zu bekom-
men, schien es sinnvoll, die Nukleinsiuresequenz des
Genoms von EVDV zu bestimmen.

Das Genom der Coronaviren besteht aus einer einzel-
stringigen, polyadenylierten Ribonukleinsiure (RNS)
mit positiver Polaritit. Seine Grdsse von 25000 bis
30000 Basen (25 bis 30 Kilobasen, kb) macht es zu ei-
nem der lingsten RNS-Molekiile, die in der Natur vor-
kommen. Der typische Aufbau eines Genoms der Coro-
naviren mit ORFla (ORF = Open Reading Frame, offenes
Leseraster) und ORF1b am 5’ Ende und den Strukturpro-
tein-Genen (S, M und N) am 3’ Ende ist in Abbildung 1
dargestellt. Zwischen den einzelnen Genen gibt es soge-
nannte intergene (IG) Sequenzen. Bei der Replikation
dienen diese IG-Sequenzen als Startpunkte fiir die Syn-
these von subgenomischer RNS. Die Synthese wird dann
bis zum 3’ Ende des Genoms fortgesetzt. Auf diese Weise
entsteht ein sogenanntes «nested set» von RNS, wobei
alle das 3’ Ende mitbeinhalten, wihrend auf der 5’ Seite,
je nach der Stelle, an der die Synthese begonnen hat,
mehr oder weniger Gene vorhanden sind (Abbildung 1).
Zu Beginn unserer Studie war von der Nukleinsdurese-
quenz von EVDV iiberhaupt nichts bekannt. Von ande-
ren Coronaviren hingegen war recht viel Information
verfiigbar. Die Genome von zwei Coronaviren (MHV und
Infektitse Bronchitis der Hiihner, IBV) waren vollstindig
durchsequenziert worden. Von etwa acht anderen waren
mindestens Sequenzinformationen im Bereich des 3’ En-

des publiziert worden (Tobler et al., 1994 und Referen-
zen darin).

Unser Plan bestand darin, die publizierten Sequenzen
der verschiedenen Coronaviren miteinander zu verglei-
chen und nach Regionen zu suchen, die bei allen Vertre-
tern vorkamen. Aufgrund dieser konservierten Sequen-
zen wollten wir Oligonukleotide synthetisieren und als
Primer fiir die reverse Transkription und die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) verwenden. Die amplifizierten
Stiicke, welche Teile des Genoms von EVDV reprisen-

“tierten, sollten dann kloniert und sequenziert werden.

Im vorliegenden Manuskript wird beschrieben, wie die-
se Strategie zur Klassifizierung von EVDV innerhalb der
Familie der Coronaviridae fiihrte.

Material und Methoden

Vergleich der publizierten Coronavirussequen-
zen: Mit dem GCG (Genetic Computing Group; Uni-
versity of Wisconsin)-Programm wurden bereits publi-
zierte Sequenzen von Coronaviren und verwandten
Viren miteinander verglichen. Aus den konservierten Re-
gionen wurden degenerierte Primer fiir RT-PCR-Amplifi-
kationen abgeleitet. Die Primersequenzen sind in Tabelle
1 dargestellt, wihrend die Lokalisation der Primer in Ab-
bildung 1 zu sehen ist. Simtliche verwendeten Primer
wurden von der Firma Microsynth (Balgach) syntheti-
siert.

RNS-Isolation: Es wurde virale RNS aus gereinigten Vi-
rionen oder isolierte total RNS aus infizierten Zellen ver-
wendet. Die RNS wurde nach Kingston (1991) mit Gua-
nidin-thiocyanat extrahiert, wie es andernorts bereits be-
schrieben wurde (Bridgen et al., 1993; Duarte et al,,
1994).

Reverse Transkription: Die Reverse Transkription
(RT) wurde in zwei Schritten nach dem Protokoll von
Wirth et al. (1991) durchgefiihrt. In einem Primerbin-
dungsschritt wurde die RNS von zirka 1.5 Mio. infizierten
Zellen mit 500 ng Primer 24 oder 25(dT) fiir eine Stunde
bei 42 °C inkubiert (10 ul Reaktionsvolumen). Um die
RNS vor Degradation durch RNase zu schiitzen, wurde
das RNS/Primer-Gemisch mit 20 Einheiten RNAsin (Pro-
mega) erginzt. Danach wurden 20 Einheiten AMV-rever-
se Transkriptase (Pharmacia), dNTPs und Puffer zugege-
ben und fiir weitere zwei Stunden bei 42 °C inkubiert.

Tabelle 1: P; m’mer, die f 7ir RT-PCR Primer Nr. Sequenz Bemerkungen

verwendet wurden. 23 AAGCTTTTACTAYTTDGGHACAGGACC 18-fach degeneriertes 27-mer
24 CTCGAGCGACCCAGAMGACWCCKIC 8-fach degeneriertes 25-mer
25 GACTAGTTGGTGGAGWITTAAYCCWGA _ 8-fach degeneriertes 27-mer
25((!’[') GACTAGTTGGTGGAGWTITAAYCCWGA (T) 20-30  8-fach degeneriert
50 CCTCTACAAGCAATGTACC nicht degeneriertes 19-mer
55  GGAKAAGGTKAATGARTGYGT 16-fach degeneriertes 21-mer
56 CCAKACVTACCAWGGCCAYTT 24-fach degeneriertes 21-mer

Oligos, welche die selbe Orientierung wie das Genom haben, sind mit ungeraden, solche mit
komplementirer Orientierung mit geraden Nummern bezeichnet. Degenerierte Stellen, welche
durch verschiedene Basen besetzt sein konnen, wurden nach dem Code der «International Union of
Biochemistry» dargestellte (R: A oder G; Y: C oder T; H: A, C oder T; V: A, C oder G; M: A oder C; K: G
oder T; B: C, G oder T; D: A, Goder T §: G oder C; W: A oder T).
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Die entstandene komplementire DNS (cDNS) wurde an-
schliessend mit Phenol/Chloroform extrahiert und in
20 ul Wasser gelost. Davon wurden jeweils 2 ul fiir die
Amplifikation in der PCR verwendet.

Reverse Transkription des 3’ Endes der viralen
RNS: Um das polyadenylierte 3’ Ende des viralen Ge-
noms zu amplifizieren, wurde das RACE-Protokoll (Rapid
Amplification of cDNA Ends; Frohman et al., 1988) be-
nitzt. Dabei wird zur Erh6hung der Spezifitit bei der
spiteren PCR und um gleichzeitig die dem 3’ Ende des
Genoms komplementire DNS (cDNS) mit einer be-
stimmten Sequenz zu markieren, fiir die reverse Trans-
kription ein beliebiger Primer mit bekannter Sequenz
durch Terminale Desoxyribonukletidyl Exotransferase
(TDT) mit dT am 3’ Ende verlingert. Dieser modifizierte
Primer wird zur cDNS-Synthese verwendet, wobei er mit
seinem poly(dT)-Teil an den poly(A)-Teil der RNS bindet.
Wihrend der Synthese entsteht dann eine einzelstringi-
ge cDNS, die am 5’ Ende unmittelbar vor dem poly(dT)
die bekannte Primersequenz aufweist.

In unserer Anwendung wurde der Primer 25 mit TDT
(Boehringer Mannheim) fiir 30 Minuten bei 37 °C be-
handelt. Der mitgelieferte Reaktionspuffer wurde mit
1.5 mM Kobaltchlorid erginzt. Das molare Verhiltnis von
Primer und dTTP in der Reaktion war 1:50. Unter den
gewihlten Reaktionsbedingungen verlingerte sich der
Primer um jeweils 20-30 Tymidine. Der modifizierte Pri-
mer wurde als 25(dT) bezeichnet.
PCR-Amplifikationen: Das Amplikon mit den Primern
24 und 25 wurde unter folgenden Reaktionsbedingun-
gen produziert: 38 Zyklen mit 50 Sekunden bei 94 °C
(Denaturierung), 1 Minute bei 48 °C (Bindung der Pri-
mer) und 1 Minute bei 72 °C (Elongation). Fiir die PCR-
Amplifikation der cDNA im RACE-Experiment wurden
die Primer 23 und 25 (jetzt ohne poly(dT)-Verlingerung)
verwendet. Die Reaktion erfolgte in 40 Zyklen mit 50
Sekunden bei 94 °C, 1 Minute bei 47 °C und 2.5 Minuten
bei 72 °C. Die Reaktionsgemische setzten sich stand-
ardmissig aus je 10 uM Primer, 208 uM dNTP und 0.1
Einheiten Tag-Polymerase (Perkin Elmer Cetus) zusam-
men. Die Reaktion mit einem Gesamtvolumen von 30 ul
hatte eine Pufferzusammensetzung von 50 mM Ka-
liumchlorid, 10 mM Tris pH 8.3, 1 mM Magnesiumchlo-
rid, 10 ug/ml Gelatine, 0.045% NP-40 und 0.045%
Tween20. Diese beiden Reaktionen wurden in einem
Hybaid Intelligent Heating Block (Model IHB 2024)
durchgefiihrt.

Die Amplifikation mit den Primern 55 und 56 wurde mit
Pfu-Polymerase (Stratagene) und dem mitgelieferten
Puffer unter folgenden Bedingungen erfolgreich durch-
gefiihrt: 1 Zyklus mit 5 Minuten bei 95 °C, 1 Minute bei
45 °C und 5 Minuten bei 74 °C und anschliessend 39
Zyklen mit 50 Sekunden bei 95 °C, 1 Minute bei 45 °C
und 2.5 Minuten bei 74 °C. Fiir die PCR-Reaktionen mit
Pfu-Polymerase wurden dieselben Primerkonzentratio-
nen verwendet. Als Reaktionspuffer wurde der mitgelie-
ferte Puffer verwendet. Es wurden 2, 5 Einheiten Enzym
pro Reaktion eingesetzt. Das Reaktionsvolumen war

30 ul.
Schweizer
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Die Amplikons wurden mit gebrauchlichen Methoden in
die EcoRV-Stelle des Plasmids Bluescript KS(+) (Stratage-
ne) kloniert und mit dem Sequenase 2 Kit (United States
Biochemical Corporation, USB, Cleveland, Ohio) sequen-
ziert. Es wurden mindestens drei Stringe von zwei Klo-
nen aus zwei verschiedenen PCR-Reaktionen sequen-
ziert, um mogliche Fehler der Reversen Transkriptase
oder der DNS-Polymerase zu erkennen.

Resultate

Zu Beginn des Projektes waren keine Sequenzinforma-
tionen zu EVDV verfiigbar. Es lagen nicht einmal Untersu-
chungen iiber die genomische Struktur vor, und Plasmi-
de mit klonierter cDNS des viralen Genoms existierten
nicht. Um die Erarbeitung dieser Daten moglichst gezielt
vorzubereiten, wurden zunichst die verfiigbaren Daten-
banken nach Nukleotid- und Proteinsequenzen anderer
Coronaviren und coronaihnlicher Viren durchsucht. Auf
diesem Weg wurden (Teil-)Sequenzen von 12 Coronavi-
ren gefunden. Weil im Bereich der ORF1-Region nur gera-
de zwei Coronaviren sequenziert worden waren, wur-
den hier die publizierten Sequenzen coronaihnlicher
Viren (Equines Arteritis Virus und Bern Virus) in die
Analysen miteinbezogen (Referenzen betreffend der ver-
wendeten Sequenzen in Tobler et al., 1994). Die verglei-
chenden Analysen wurden auf dem Niveau der Proteine,
der Aminosiuresequenzen, durchgefiihrt. Die gefunde-
nen homologen Regionen sind als dunkle Balken in den
offenen Leserastern in Abbildung 1 dargestellt und mit
den Buchstaben A bis H bezeichnet. Die konservierten
Stellen in den Genen fiir ORF1b, das Spikeprotein (S), das
Membranprotein (M) und das Nukleoprotein (N) dien-
ten als Grundlage fiir die Synthese von Primern fiir die
reverse Transkription und die PCR.

Im genetischen Code steht jedes Triplett von Nukleoti-
den fiir ein bestimmtes Signal oder eine bestimmte Ami-
nosiure. Die einzelnen Aminosiuren konnen jedoch
entweder von einem einzigen oder aber von mehreren,
maximal sechs verschiedenen Tripletts kodiert werden.
Bei der Synthese der Primer wurde diesem Umstand
Rechnung getragen, indem sogenannte degenerierte Pri-
mer hergestellt wurden. Entsprach die Primersequenz
einer Aminosiure, welche durch unterschiedliche Tri-
pletts kodiert wird, so synthetisierten wir alle moglichen
Formen als Gemisch. Dadurch entstanden Primer mit
einem Degenerationsgrad von achtzehn bis vierund-
zwanzig. Die Linge der Primer wurde mit vierundzwan-
zig Nukleotiden (Basen) konstant gehalten. Die verwen-
deten degenerierten Primer, welche zu einer erfolgrei-
chen Amplifikation fiihrten, sind in Abbildung 1 an den
betreffenden Bindungsstellen dargestellt. Mit den Pri-
mern 24 und 25 konnten 0.7 Kilobasenpaare (kbp) der
cDNS amplifiziert werden. Das amplifizierte Stiick stell
te etwa die Hilfte des M-Gens und einen Teil des N-Gens
dar. Um das 3’ Ende des Genoms als cDNS-Klon zu be-
kommen, wurde die RACE-Methode von Frohman (siche
Material und Methoden) angewendet. Am 3’ Ende des
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Abb. 1a: Schematische Darstellung eines typischen
Coronavirusgenoms. Die offenen Leseraster sind als
Rechtecke dargestelil. Oberbalb der Darstellung sind
die Gene bezeichnet: Polyprotein (ORF1a und ORFI1b;
nicht massstabgetreu gezeichnet), Spikeprotein (S),
diverse ORFs (orfs), Membraneprotein (M) und
Nukleokapsidprotein (N). In der ganzen Familie der
Coronaviren kRonservierte Regionen sind mit den
Buchstaben A bis H bezeichnet: A: GDD-Motiv,
B: cysteinreiche Region, C: Helikase-Motiv, D:
kRonservierte Region, E: zirka 300 aa lange
konservierte Region in S, F: konservierte Region im
S-Protein mit Konsensussequenz YVKWPKYVWIL, G:
konservierte Region im M-Protein mit Konsensus-
sequenz SWWSFNPE, H: konservierte Region im
N-Protein: GYW-(4aa)-R-(4-7aa)-G-(10aa)-FYYLGTGP-
(11aa)-DGV(V/F)WVA. Die konservierten Regionen E,
F, G und H wurden verwendet, um degenerierte
Primer fiir RT-PCR zu entwickeln. 1b: Die Primer
wurden in der Skizze mit den entsprechenden
Nummern eingezeichnet. Die resultierenden
PCR-Produkte wurden ebenfalls eingezeichnet. Primer
25(@T) am 3’ Ende des Genoms wurde fiir das RACE-
Experiment gebraucht. Primer 50 ist ein nicht
degenerierter Primer, der aufgrund von ersten
Sequenzanalysen syntbetisiert werden konnte. Die
PCR-Produkte decken etwa 4 Kilobasen am Ende des
EVD-Genoms ab. (Ic: Massstab) 1d: Darstellung der
subgenomischen mRNS, die wdibrend des Infektions-
zyklus in den infizierten Zellen transkribiert werden.
Die Anzabl der mRNS unterscheidet sich zwischen
den verschiedenen Coronaviren.

- aana

Primers 25 wurde ein poly(dT) Schwanz angehingt und
komplementire DNS (cDNS) wurde auf der viralen RNS-
Vorlage synthetisiert. Auf dieser Vorlage wurde mit den
Primern 23 und 25 der restliche Teil des N-Gens sowie
die nicht translatierte Region des genomischen 3’ Endes
bis zum poly(A) Schwanz amplifiziert. Es entstand ein
1, 6kbp grosses PCR-Produkt. Mit den Primern 55 und 56,
deren Bindungsstellen im S-Gen lokalisiert sind, konnte
ein weiteres 0, 7 kbp Produkt amplifiziert werden. Dies
gelang allerdings erst, nachdem die Tag-Polymerase
durch Pfu-Polymerase ersetzt und zugleich eine neue
PCR Maschine in Betrieb genommen worden war. Um
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die Liicke zwischen den Bindungsstellen der Primer 56
und 25 zu schliessen, wurde schliesslich ein normaler,
nicht degenerierter Primer synthetisiert (Primer 50),
welcher aufgrund der ersten Sequenzierresultate ent-
wickelt werden konnte. Die Primer 30 und 33 waren

. ebenfalls in der RT-PCR verwendet worden, aber es ge-

lang nicht, damit spezifische Produkte zu amplifizieren,
obwohl die Bedingungen variiert wurden.

Die mit PCR amplifizierten Stiicke des Genoms wurden
anschliessend in Plasmiden kloniert und sequenziert. Da
mit einer geringen Prozentzahl von Ablesefehlern der
reversen Transkriptase und der thermophilen DNS-Poly-
merase bei der RT-PCR zu rechnen war, wurden Klone
aus mindestens zwei verschiedenen PCR-Produkten se-
quenziert. Die Sequenz wurde mindestens dreimal be-
stimmt, wobei beide Ableserichtungen berticksichtigt
wurden. Insgesamt wurde die Sequenz von etwa 4000
Basenpaaren am 3’ Ende des Genoms von EVDV be-
stimmt.

Detaillierte Analysen der Sequenzresultate sind in ande-
ren Zeitschriften bereits publiziert worden (Bridgen et
al., 1993,und Duarte et al., 1994). Das Genom von EVDV
erwies sich als typisch fiir Coronaviren der Gruppe 1.
Der engste Verwandtschaftsgrad bestand zum Humanen
Coronavirus 229E, etwas schwicher erwies er sich zum
Virus der Transmissiblen Gastroenteritis. Zu den anderen
Coronaviren fiel die Homologie kontinuierlich ab. Rela-
tiv zum Maus-Hepatitis-Virus und zum Virus der Infektio-
sen Bronchitis des Huhns lagen noch Homologien im
Bereich von 15 bis 20% vor. Die Gene fiir das N-Protein,
das M-Protein, das sM-Protein und Teile des S-Proteins
von EVDV, HCV229E und TGEV wiesen eine Identitit in
der Aminosiuresequenz von zwischen 30% und 60% auf.
Im Genomabschnitt zwischen dem S-Gen und dem sM-
Gen wurde ein moglicher Offener Leseraster gefunden,
der in den verschiedenen sequenzierten cDNS-Klonen
verschiedene Deletionen und Mutationen aufwies. In
diesem Genomabschnitt unterscheiden sich auch ande-
re Coronaviren markant voneinander.

Anschliessend an die Sequenzbestimmung wurde ein
Vergleich der degenerierten Primer mit den tatsichli-
chen Sequenzen auf dem viralen Genom durchgefiihrt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 2 dargestellt. In der
Mehrzahl der Fille ergab die Degeneration in minde-
stens einem Primer des Gemisches ein passendes Nukle-
otid. Es zeigte sich jedoch, dass eine Anzahl von nicht
aufeinander passenden Nukleotiden (mismatches) tole-
riert wurde, ausser wenn sich diese zu nahe am 3’ Ende
des Primers befanden, wo die Elongation stattfinden soll-
te. Ein anderer Primer, der das Nukleotid Analog Inosin
enthielt, das im Prinzip mit allen Nukleotiden paaren
sollte, fithrte nicht zu einer erfolgreichen Amplifikation.
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Abbildung 2: Primer, die in RT und
PCR verwendet wurden. Die Primer-
sequenzen (Primer) werden mit den
mit der Sequenz des EVDV:-Genoms
(EVDV-Genom,) und der davon abge-
leiteten Aminosdurensequenz (EVDV

23:

24:

AAGCTTTTACTA(T/C)TT(T/A/G)GG(A/C/T)ACAGGACC

T TS TACTA] cH ¢ ACAGGACCHH
F Y Y L G T G P
F Y Y L G T G P

(F)

CTCGAGCGACCCAGA (C/A)GAC(A/T)CC(G/T)TC

Primer im N-Gen (PCR)
EVDYV Genom

EVDV aa Sequenz
Consensus

Primer im N-Gen (PCR)

aa Sequenz) verglichen. Die Nukleo-
tide des Genoms, welche zu denjeni-
gen des Primer passten, sind schwarz
schattiert dargestellt, um die Bindung 25
zu veranschaulichen. Die Aminosdu-
rensequenzen (EVDYV) werden zudem
den Consensussequenzen (Consen- (
sus) aus dem Vergleich mit den ande-

ren Coronaviren gegentibergestellt. TAGMECAC T A Cc A Bac invers EVDV
Die blndende Genomsequenz kom_ TATGTTTGTAATGGTAACTCTCGTTGTA EVDV Genom

. . , A . Y v ¢ N G N S8 R C EVDV aa Sequenz
Dlementdr gerichteter Primer sind in Y VCNGNZPRC Consensus
einer zusdtzlichen Linie (invers (F) G
EVDV) umgekebrt dargestellt, um den | 33.ccaartcan (G/a) TGGCCTTCET (A/G) TGT (G/I) TCG Primer im S-Gen @SQ
Vergleich iibersichtlicher zu gestalten. ATECARER cEm VDY Genom

i K W P W w v W aa uenz

In Klammern wird angegeben, ob der K WPEK Y V W Consensus 4

Primer in dem RT-PCR-Experiment er-
Jolgreich war Die Primer 30 und 33

CTIMAGCRACCCACA A IIAC] C invers EVDV
GAGGGTGTTTTCTGGGTTGCTAAAG EVDV Genom
E G V F W V A EVDV aa Sequenz

GACTAGTTGGTGGAG (T/A) TTTAA(T/C)CC(A/T)GA

ACARNTCREEIEHEldrC GASY EVDV Genom
S W s F N P E EVDV aa Sequenz
S W s F N P E Consensus
F (W)

30:CGGATCCAGTT (C/A) TACCATA (T/G)A(T/G)ATT (G/A) TA

55: GGA(G/T)AAGGT (G/T)AATGA(A/G)TG(C/T)GT

D G V F W V A Consensus

(E) (1) v

Primer im M-Gen (PCR)

Primer im S-Gen (M

Primer im S-Gen (PCR)

CAAFNXEER GTS EVDV Genom
haben in den Experimenten nicht K Vv N E c v EVDV aa Sequenz
s , K Vv N E C \ Consensus
Sunktioniert.
56: CCA(G/T)AC(A/C/G)TACCA(A/T)GGCCA(T/C)TT Primer im S-Gen (PCR)
A c invers EVDV
TCAAAGTGGCCGTGGTGGCTTTGGTTTG EVDYV Genom
K W P W W V W L EVDV aa Sequenz
Y V X W P K Y V W L Consensus
Diskussion Um zu den Nukleinsiuresequenzen zu gelangen, die in

Im vorliegenden Manuskript wird ein Beispiel beschrie-
ben fiir die Moglichkeit, mit Hilfe von publizierten Se-
quenzen, davon abgeleiteten degenerierten Primern
und der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) das Genom
eines unbekannten Virus zu analysieren. Mit der Synthe-
se und dem Einsatz von spezifischen Primern in der PCR
vollzieht sich eine Selektion der im Experiment amplifi-
zierbaren Sequenzen. Im Gegensatz zu konventionellen
cDNS-Klonierungen,bei denen die Selektion auf der Ebe-
ne des Experimentes stattfindet, erstreckt sich bei unse-
rer Methode die Selektion auch auf eine theoretische
Ebene. Die experimentelle Durchfithrung wird dadurch
einfacher. Die theoretische Vorarbeit ist aber aufwendi-
ger. Eine Analyse von publizierten Coronavirussequen-
zen liess konservierte Regionen bereits auf der Ebene
der genomischen RNS-Sequenzen erkennen. Der geneti-
sche Code lisst zu, dass einzelne Aminosauren durch bis
zu sechs verschiedene Basentripletts kodiert werden.
Dies wird als Degeneriertheit des genetischen Codes be-
zeichnet. Aufgrund dieses Phinomens waren die Homo-
logien auf der Ebene der Aminosiduresequenz besser er-
kennbar. Gleichzeitig bedeutete der Vergleich der Ami-
nosauresequenzen anstelle der Nukleinsiuresequenzen
eine Datenreduktion, welche die Analyse erleichterte.
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der RT-PCR als Primer zu verwenden waren, erfolgte eine
theoretische Riicktranslation der gefundenen Aminosiu-
resequenzen in Nukleinsiuresequenzen. Dabei musste
wiederum die Degeneriertheit des genetischen Codes
berticksichtigt werden. Die konservierten Aminosauren
der homologen Regionen sind in den verglichenen Coro-
naviren zum Teil durch verschiedene Basentripletts ko-
diert.Fur die Auswahl der Primer innerhalb von homolo-
gen Regionen wurden Aminosiuren bevorzugt, die nach
dem genetischen Code nur durch ein einziges Basentri-
plett codiert werden. Tryptophan (abgekiirzt W) ist eine
solche Aminosiure, die nur durch das Triplett TGG ko-
diert wird. Serin (S) und Arginin (R) konnen hingegen
durch je sechs verschiedene Tripletts dargestellt werden.
Bei der Evaluation der Primersequenzen sollten auch die
Moglichkeiten anderer Basenpaarungen ausser der tibli-
chen Watson-Crick-Paarung berticksichtigt werden. Un-
ter gewissen Umstinden kann eine unubliche Paarung
zwischen A und C oder zwischen G und T erfolgen. In
einer Doppelhelix ist eine falsche Paarung zwischen C
und T eher moglich, als eine mit G und A, weil sich die
beiden Purinringe von A und G gegenseitig stark behin-
dern. Um allen verfiigbaren RNS-Sequenzen Gentige zZu
leisten, wurden deshalb degenerierte Oligonukleotide
als Primer verwendet. Mit diesem Ansatz und diesen Ein-
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schrinkungen wurden unsere Primer ausgewihlt und in
der RT-PCR verwendet.

Bei einem konventionellen Ansatz wird zunichst mog-
lichst die gesamte zellulire RNS isoliert, mit Hilfe von
reverser Transkriptase in cDNS umgeschrieben und an-
schliessend kloniert. Eine sogenannte cDNS-Genbank
enthilt also die Gesamtmenge der RNS in Form von
cDNS. Diese Genbank muss nach den gewiinschten Klo-
nen selektioniert werden. Die Selektion kann auf der
Stufe der Nukleinsdure mittels Hybridisierung erfolgen.
Falls die Klonierung der DNS in sogenannte Expressions-
vektoren erfolgte, kann auch mit Antikorpern, die gegen
das Genprodukt der zu klonierenden Nukleinsdure ge-
richtet sind, selektioniert werden.

In unserem Experiment lieferte der Vergleich von publi-
zierten Sequenzen von dhnlichen Viren alle nétigen Se-
quenzinformationen zur Entwicklung von Primern fiir
die RT-PCR. Fiir die Klonierung von Amplifikaten aus der
PCR mit degenerierten Primern waren deshalb weder
spezifische Antikorper noch Sonden fiir die Hybridisie-
rung notig.

Die Primer 30 und 33 zeigten in den RT-PCR-Experimen-
ten nicht die gewiinschten Resultate. Dies kann verschie-
dene Griinde haben. Die Sequenz von Primer 30 war in
EVDV wohl konserviert, aber in der Niahe des 3’ Endes
des Primers, wo die Elongation der Polymerase stattfin-
den sollte, traten Unterschiede zum EVDV-Genom auf.
Bereits die dritte Base vom 3’ Ende her war degeneriert.
Die vierte Base fiihrte zu einer falschen Paarung. Das 3’
Ende war zudem reich an Paarungen zwischen A und T.
Adenosin und Tymidin sind bei der Paarung jedoch tiber
nur zwei Wasserstoffbriicken verbunden. Im Gegensatz
dazu bilden Cytosin und Guanosin bei der Paarung drei
Wasserstoffbriicken aus. Deshalb blieb die Bindung zwi-
schen dem 3’ Ende des Primers und der Vorlage im Fall
von Primer 30 relativ schwach. Es konnte sehr wohl sein,
dass die Verwendung dieses Primers aus einem dieser
Griinde nicht zu einer Amplifikation fihrte.

Die Primer 56 und 33 zeigten einen interessanten Gegen-
satz auf. Sie reprisentierten die gleiche Stelle auf dem
viralen Genom, waren sich in der Sequenz jedoch kom-
plementir und sollten deshalb die Initiation der DNS-
Synthese in gegensitzliche Richtungen erméglichen. Pri-
mer 56 war erfolgreich, wihrend Primer 33 jedoch ein
negatives Resultat lieferte. Ein Grund fiir das Fehlschla-
gen von Primer 33 kann im Inosin liegen, das in diesem
Primer Verwendung fand. Es war der einzige Primer, der
Inosin als Alternative fiir degenerierte Basen enthielt.
Man weiss, dass gewisse Polymerasen dieses Basenana-
log nicht als Substrat akzeptieren (Knittel und Picard,
1993). Andererseits spielt natiirlich auch der jeweils
zweite Primer eine wichtige Rolle fiir das Gelingen der
PCR.

Die Amplifikation des Fragmentes im $-Gen mit den Pri-
mern 55 und 56 gelang erst,nachdem von Tag-Polymera-
se auf Pfu-Polymerase gewechselt worden war und nach-
dem ein neuer Thermocycler angeschafft werden konn-
te. Die Griinde fiir das Gelingen kénnen auf verschiede-
nen Ebenen gesucht werden. Zum Beispiel ist Pfu-Poly-
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merase thermostabiler als Tazg-Polymerase und verfiigt
zudem Uber eine sogenannte «proof reading» Aktivitit.
Durch die hohere Stabilitit verbraucht sich das Enzym
langsamer. Beim neuen Gerit kamen kleinere und diin-
nere Reaktionsgefisse zum Einsatz, und der Wirmeaus-
tausch erfolgte wahrscheinlich priziser.

Fiir die konservierten Sequenzen im Bereich von ORF1b
waren auch degenerierte Primer synthetisiert und fiir
die RT-PCR eingesetzt worden. Da jedoch nur gerade
zwei Sequenzen fiir ORF1 von Coronaviren zur Verfi-
gung gestanden hatten, wurden die publizierten Sequen-
zen der anderen, coronaihnlichen Viren miteinbezogen.
Diese Ausweitung, aber auch die Tatsache, dass das 5’
Ende der viralen RNS aufgrund der Replikation (nested
set,vgl.Einleitung) in der infizierten Zelle weniger hiufig
vorkommt, kann fiir das negative Resultat mit den
ORF1b-Primern verantwortlich gemacht werden. Nach-
dem die Amplifikation mit den Primern in den Struktur-
genen (5, M und N) so erfolgreich verlief, wurde auf wei-
tere Abklirungen beziiglich der ORF1b-Primer verzich-
tet.

Mit der hier fiir EVDV beschriebenen Methode sollte es
auch moglich sein, die entsprechenden Genomabschnit-
te von anderen bisher unbekannten Viren, speziell Coro-
naviren, zu amplifizieren. Ahnlich EVDV lassen sich ver-
schiedene Coronaviren nur schwer in Zellkulturen ver-
mehren. So gibt es Hinweise aus der Literatur, dass nicht
ziichtbare coronavirusihnliche Partikel in Patientenma-
terial von Menschen und Tieren gefunden werden (Pay-
ne et al.,1987,und Referenzen darin). Aufgrund von sero-
logischen Untersuchungen haben wir bereits postuliert,
dass moglicherweise dem EVDV idhnliche Viren beim
Menschen und bei der Katze existieren (Utiger et al.,
1995). Eventuell lisst sich unsere Methode auch als brei-
tes diagnostisches Werkzeug fiir den Nachweis von Co-
ronaviren allgemein anwenden. In einem ersten Schritt
wiirde mit RT-PCR nachgewiesen, ob in einer bestimm-
ten Probe uiberhaupt Coronaviren vorhanden seien. In
weiteren Schritten miisste dann die Spezifizierung eines
solchen Coronavirus erfolgen. Dies konnte mittels Re-
striktionsanalysen des Amplikons oder mit weiteren
PCR-Amplifikationen mit spezifischen Primern gesche-
hen. Eine einfache Diagnostik zur Unterscheidung der
Coronaviren des Schweins (TGE und EVD) wire sicher-
lich sinnvoll.
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