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I. INTRODUCTION  
 

Evolution  of  live  has  always  been  accompanied  by  pandemics  affecting  susceptible 

populations more  or  less  dramatically  (Morens  et  al.,  2020).  Just  within  the  last  century, 

mankind and animal populations have faced numerous (re‐)emerging pandemics with a viral 

etiology: Influenza A viruses (1918, 1957, 1968, 2009), human immunodeficiency virus (1981‐

ongoing), African swine fever virus genotype II in Europe (2007‐ongoing), and coronaviruses 

(2002, 2012, 2019‐ongoing) are among those with highest fatality numbers (Woolhouse and 

Gaunt, 2007, Bean et al., 2013). The latter being the youngest in a long history of pandemics, 

but certainly one of the most sweeping: only within months following its first description a 

novel coronavirus, which was named severe acute respiratory syndrome coronavirus‐2 (SARS‐

CoV‐2), has caused a pandemic with worldwide consequences (Dong et al., 2020a, Pak et al., 

2020).  

Humans  are  affected  at  varying  degrees  by  the  SARS‐CoV‐2‐provoked  coronavirus  disease 

2019  (COVID‐19);  symptoms  range  from  asymptomatic  to  mild  up  to  severe  disease 

progression,  which  may  even  lead  to  fatal  outcomes  in  some  cases  or  cause  long‐term 

consequences (Gandhi et al., 2020, Zhu et al., 2020, Carfi et al., 2020, Nalbandian et al., 2021, 

Jin  et  al.,  2020). While  disease  pathogenesis  in  humans  and  its  consequences  for  clinical 

outcomes  are  still  just  about  to  be  understood,  it  was  already  early  suspected,  that  the 

emerging  SARS‐CoV‐2  originates  from  an  animal  host  and  found  its  way  into  human 

population via either a putative  intermediate host or was directly  transmitted  to an  index 

patient (Zhang and Holmes, 2020, WHO, 2020c, Mallapaty, 2021a, Andersen et al., 2020).  

Cross‐linking between geographic regions and ethnicities living far apart has contributed to 

the rapid pan‐global spread of SARS‐CoV‐2 (Bontempi and Coccia, 2021). Contemporaneously 

the  habitat  of  wildlife  and  humans  coalesce,  which  enlarges  the  wildlife‐animal‐human 

interface boosting the chance for viruses, e.g. SARS‐CoV‐2, to find their way into a new species 

(Jones et al., 2013).  

WHO, FAO, and OIE have introduced the concept of One Health, to unite human health, animal 

health, and health of the ecosystems in one view (OIE, 2021). They also accept, that these 

fields are closely entangled and account for each other.  
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Under  these  assumptions,  the  distinct  contribution  of  animals  in  the  current  COVID‐19 

pandemic needs to be illuminated on one hand, but also their special suitability to serve as 

animal models in research. 

In  this  light,  the  animal  studies  presented  in  this  work  contribute  to  an  improved 

understanding of SARS‐CoV‐2 by bridging from (i) analyzing and identifying potential animal 

hosts for SARS‐CoV‐2, to (ii) characterizing significant VOCs, and (iii) vaccine‐precursor testing 

in an animal model. 
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II. REVIEW OF LITERATURE 
 

Coronaviridae  is  a  family  within  the  order  Nidovirales  consisting  of  two  subfamilies: 

orthocoronavirinae and  letovirinae. Within the orthocoronavirinae  four genera are defined:  

alpha‐, beta‐, delta‐, and gammacoronavirus. Orthocoronavirinae from all four distinct genera 

are associated with acute to chronic disease  in a broad variety of Vertebralia  (ICTV, 2021). 

Virus  spread  between  hosts  is  either  due  to  direct  or  indirect  transmission,  e.g.  by 

contaminated matter or environment (WHO, 2020a, Pusterla et al., 2016, Saif, 2010, Addie et 

al., 2003). Disease severity is ranging from subclinical to acute and fatal disease, and can vary 

depending on host factors or the virus itself (Nikolai et al., 2020, Su et al., 2016). However, 

coronavirus outbreaks have regularly been associated with quite serious epidemics causing 

grievous losses among affected animals and humans (Fan et al., 2019).     

Although  only  the  genera  alpha‐  and  betacoronavirus  bear  yet  known  species,  that  are 

pathogenic for humans, relevant vertebrate‐harming species are found among all genera; e.g. 

alphacoronavirus with feline infectious peritonitis virus and various porcine coronaviruses e.g. 

porcine epidemic diarrhea virus  (Jung et al., 2020, Tekes and Thiel, 2016, Saif et al., 1994), 

betacoronavirus  with  bovine  coronavirus  (Clark,  1993,  Vlasova  and  Saif,  2021), 

gammacoronavirus  with  the  infectious  bronchitis avian  coronavirus  of mainly  gallinaceous 

birds  (Jackwood,  2012,  Cavanagh,  2007,  Fadhilah  et  al.,  2020),  and  the  recently  described 

deltacoronavirus HKU‐15, a porcine coronavirus (Woo et al., 2012, Wang et al., 2014). Despite 

seven pathogenic human coronaviruses are described (Human coronavirus HCoV‐229E, HCoV‐

HKU1,  HCoV‐NL63,  HCoV‐OC43,  SARS‐CoV,  MERS‐CoV,  SARS‐CoV‐2),  a  particular  broad 

attention  has  been  put  in  three  of  them:  the  two  severe  acute  respiratory  syndrome 

coronaviruses (SARS‐CoV and SARS‐CoV‐2), and the middle east respiratory syndrome‐related 

coronavirus (MERS‐CoV) (Ye et al., 2020, Corman et al., 2018, Yang et al., 2020).  

Coronaviruses were first identified in the 1960s by group members of a common cold research 

unit and named according to their characteristic brink appearance in electron microscopy and 

the pleomorphic  to round shaping  resembling the solar corona  (Coronaviruses, 1968). This 

morphology  is  due  to  embedded  membrane  proteins  in  the  envelope  of  the  60  to  220 

nanometer virion (Siddell et al., 1982). A wide range of different host and reservoir species for 

members  of  the  subfamily  Orthocoronavirinae  are  described,  as  well  as  repeatedly  the 
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overcoming of species barriers and introduction into a new and naïve population (Graham and 

Baric, 2010, Fan et al., 2019).  

With a size of about 27,000 to approximately 32,000 nucleotides they have the largest known 

viral RNA genome; the positive sensed, single stranded genome is non‐segmented (Weiss and 

Leibowitz, 2011, Brian and Baric, 2005). This quite impressive genome size and the high fidelity 

in genome replication and hence low mutational rate is associated with a feature within the 

replication complex of coronaviruses, which acts as a “proof‐reading” 3’→ 5’ exoribonuclease 

in RNA‐replication (Minskaia et al., 2006, Gorbalenya et al., 2006, Drake and Holland, 1999). 

 

1. SEVERE ACUTE RESPIRATORY SYNDROME CORONAVIRUS – 2 (SARS‐

COV‐2) 
The World Health Organization has officially named the still ongoing pandemic disease COVID‐

19  (coronavirus  disease‐19)  (WHO,  2020b).  Causing  fatal  disease  in  humans,  the  etiologic 

agent, SARS‐CoV‐2, queues with the 2003‐2005 SARS‐CoV and the 2012 MERS‐CoV as a highly 

pathogenic human coronavirus (Coronaviridae Study Group of the International Committee 

on Taxonomy of Viruses, 2020).  

Together with the two other human coronaviruses of high impact, SARS‐CoV‐2 belongs to the 

genus betacoronavirus; SARS‐CoV and SARS‐CoV‐2 are  found within the subgenus of SARS‐

related  betacoronavirus,  sarbecovirus  (Coronaviridae  Study  Group  of  the  International 

Committee on Taxonomy of Viruses, 2020). However, emergence of both sarbecoviruses has 

occurred independently, and SARS‐CoV‐2 is not a direct descendant of SARS‐CoV (Dong et al., 

2020b).  Bat  populations, mainly  in  southern  Asia  are  considered  the  reservoir  species  for 

sarbecoviruses and for a great diversity of other coronaviruses (Gouilh et al., 2011, Drexler et 

al., 2014, Wong et al., 2019, Latinne et al., 2020).  

1.1. VIRION MORPHOLOGY 

The pleomorphic to spherical shape of the SARS‐CoV‐2 lipid envelope measures approximately 

90‐100 nanometers in diameter (Ke et al., 2020). Each particle carries about 40 characteristic 

trimeric  spike  proteins  (S)  in  its  surrounding  lipid  bilayer,  which  are  eponymous  for 

coronaviruses;  they  are  found  randomly  allotted  in  the  membrane  and  jut  out  by 

approximately 20 nanometers (Turonova et al., 2020). Two other proteins can be found in the 
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envelope: the membrane glycoprotein (M) and the envelope (E) protein (Mittal et al., 2020, 

Bianchi et al., 2020) (also see Figure 1). The lipid membrane itself is a residue of the cellular 

endoplasmic  reticulum  –  Golgi  intermediate  compartment  with  embedded  viral  proteins, 

which forms prior to viral budding (Fehr and Perlman, 2015, Plescia et al., 2021). Encapsulated 

within the envelope, and  in steric contact  to  its proteins,  the nucleocapsid protein or core 

domain is found in a bead‐on‐a‐string formation (Fehr and Perlman, 2015) (also see Figure 1). 

The embedded genome has a size of around 29.8 to 29.9 kilobases (Khailany et al., 2020, Naqvi 

et al., 2020, Lu et al., 2020).  

 
 

 
 
Figure 1. Virion structure of SARS‐CoV‐2. (Kumar S. et al., 2020). 
 
 

STRUCTURAL PROTEINS 

Attachment and internalization in cells are mediated by the trimeric SARS‐CoV‐2 spike protein 

(S), a class  I  fusion glycoprotein  (Walls et al., 2020). Two conformations, “pre‐“ and “post‐

fusion”, are described for S (Turonova et al., 2020). It consists of two subunits (S1 and S2) and 

a transmembrane domain; with the S1 subunit carrying the receptor binding domain (RBD) 

and the N‐terminal domain (NTD), and S2 carrying the actual fusion subunit (Duan et al., 2020, 

Huang et al., 2020b). The S1 RBD has two prefusion conformations: in the open conformation 

RBD sits exposed at the tip of the fusion core, whereas RBD accessibility is hidden in the closed 

conformation (Ke et al., 2020). Conformational changes in the S architecture mediate merging 

of the viral envelope and the cell membrane (Luchini et al., 2021). After binding to the cellular 
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ACE2 receptor (angiotensin‐converting enzyme), S1 and S2 are proteolytically cleaved from 

each other and thereby activated (Hoffmann et al., 2020). A furin convertase cleaves at the 

furin‐like  S1‐S2  and  the  transmembrane  serin‐protease  TMPRSS2  at  the  S2’  cleavage  site 

(Bestle et al., 2020). 

Two  S1  subunit  domains,  RBD  and NTD,  are major  epitopes  recognized  by  the  vertebrate 

immune system and targeted by neutralizing antibodies  (Liu et al., 2020). Therefore, many 

efforts in vaccine development and in the search for therapeutic substances have focused on 

S itself or its domains and combinations of both (Polack et al., 2020, Yang and Du, 2021, Samrat 

et al., 2020). Antibodies against S domains have also proven to be of importance for diagnostic 

approaches in the aftermath of a SARS‐CoV‐2 infection (Wernike et al., 2021, Freeman et al., 

2020, Roy et al., 2020, Krahling et al., 2021, MacMullan et al., 2020). 

The M glycoprotein integrated in large numbers into the viral envelope is equipped with three 

transmembrane  domains  (EA  and  Jones,  2019).  It  is  found  in  two  conformational  stages, 

“Mcompact” and “Mlong” (Neuman et al., 2011), and in dimers; interactions in between M 

form a truss, which ultimately shapes the virion and serves as lattice for S and E in the viral 

membrane (Neuman and Buchmeier, 2016, Ujike and Taguchi, 2015). M is presumably also 

involved  in  downregulation  of  cellular  inflammatory  responses  after  viral  infection  and  is 

considered a driver of apoptosis, by indirectly fostering the release of caspases 8 and 9 (Fang 

et al., 2007, Tsoi et al., 2014). 

The  viral  envelope  protein  (E)  is  a  rather  small  protein,  additionally  modified  by 

posttranscriptional  processes  (Liao  et  al.,  2006,  Fung  and  Liu,  2018).  The  transmembrane 

domains of E form so called viroporins, that carry  ion channel traits; E also oligomerizes to 

pentameric  structures  (Gupta  et  al.,  2021,  Fung  and  Liu,  2018).  Coronavirus’  virulence, 

pathogenesis, and membrane formation is associated with the channel activity of viroporins, 

and E might therefore be a target to attenuate SARS‐CoV‐2 (Ye and Hogue, 2007, Nieto‐Torres 

et al., 2014, To et al., 2017). Interaction of E and cellular tight junction proteins, which can 

contribute to increased pathology, has also been observed (Shepley‐McTaggart et al., 2021).  

Both of these proteins, and especially their  interplay, are important in spatial organization, 

virion assembly and budding at intracellular organelles and membranes, and release (Kumar 

S. et al., 2020, EA and Jones, 2019, Satarker and Nampoothiri, 2020, Schoeman and Fielding, 

2019). 
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A  nucleocapsid  protein,  the  fourth  structural,  and most  abundant  protein,  possesses  five 

functional domains and interacts with viral RNA (Cubuk et al., 2021). It also critically interacts 

with  the  membrane  structural  proteins  in  virion  formation;  the  constitution  of  a 

ribonucleoprotein complex with viral RNA,  induces packaging of the very same and fits the 

quite large 30 kb genome in a characteristic 3D pattern into the limited space of the virion 

(Cubuk et al., 2021, Lu et al., 2011, McBride et al., 2014, Yao et al., 2020). N is also suspected 

to impede cell cycle progression, cellular degradation of external proteins, modulate the host 

immune‐response,  and  directly  activate  inflammatory  pathways  by  upregulation  of  COX‐2 

gene expression  in  lungs  (Wang et al.,  2010, Zeng et al.,  2008,  Yan et al.,  2006).  Serologic 

response against N is also used as a diagnostic tool (CDC, 2021a, Houlihan and Beale, 2020, 

Okba et al., 2020). However, both the sensitivity and specificity of N‐specific tests in animal 

samples is insufficient (Berguido et al., 2021). 

NON‐STRUCTURAL PROTEINS 

Besides the four structural proteins, an ambiguous number (up to 27 or even more) of non‐

structural proteins (nsp) and accessory proteins has been described for SARS‐CoV‐2 (Finkel et 

al., 2021, Redondo et al., 2021, Yoshimoto, 2020). The suspected number of proteins is derived 

from data for related coronaviruses, and conventional genome and transcriptome analysis, as 

experimental data towards SARS‐CoV‐2 open reading frame’s (ORF) expression is still limited; 

of  course,  knowledge about SARS‐CoV‐2 proteins will  increase with  the ongoing pandemic 

(Yoshimoto, 2021, Kim et al., 2020). Non‐structural proteins are considered to be obligatory 

involved in viral replication, or to act as accessory proteins, which contribute to pathogenesis 

and virulence, but are not essential  in the cellular life cycle of the virus; however, they are 

specific  for  sarbecoviruses  and  involved  in  virus‐host  interactions,  and  viral  evolution 

(Hodgson et al., 2006, Liu et al., 2014, Redondo et al., 2021).  

Nsps are derived from ORF1a and ORF1b polypeptides (see Figure 2), which encode for the 

replicative and transcriptional machinery, and are cleaved into a certain number of smaller 

proteins; cleaving of this  large peptide  is mediated by a viral protease‐activity of nsp3 and 

nsp5 (Imbert et al., 2008, Kim et al., 2020). Nsps have acquired a wide variety of functions 

contributing to efficient viral replication in the host cell. The leader protein nsp1 is among the 

first to become active and for instance interferes with ribosomal subunits and hinders host 

translational processes (Yoshimoto, 2020, Clark et al., 2021, Arya et al., 2021). Nsp 2 is known 

for its ability to perturb host cellular pathways (Yoshimoto, 2020). Together with others, nsp3, 
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the  largest  coronavirus  protein,  is  involved  in  the  viral  replication‐transcription  complex 

(Imbert et al., 2008), and it is a viral cysteine‐protease, just as nsp5, which, after a self‐cleaving 

step, cleaves essential proteins from the ORF1ab polyprotein (Lei et al., 2018, Yadav et al., 

2021). Nsps 4, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13 are also involved in the replication machinery, all having 

specific functions, such as RNA processing or elongation (nsp 7, 8, 12), or hindering cellular 

antiviral mechanisms, such as autophagy (Cottam et al., 2014, Subissi et al., 2014). The 5’‐3’ 

helicase  function during RNA plus‐strand synthesis  is confirmed  for nsp13, which becomes 

essential during replication; helicase activity is increased by the cooperative binding of nsp13 

to  other  nsp‐complexes;  nsp13  is  therefore of  great  interest  as  a  target  of  direct  antiviral 

treatment and drug development (Jang et al., 2020, Spratt et al., 2021). Among these proteins 

nsp14  is  certainly  salient.  Exoribonuclease  activity  is  associated  with  this  protein,  which 

contributes  to  the  large  coding  capacity  of  SARS‐CoV‐2  and  high  fidelity  in  genome 

reproduction (Gorbalenya et al., 2006, Ma et al., 2015). The function of nsp15 and 16 consists 

in  preventing  viral  RNA  from  destruction  through  host  responses,  either  by masking  it  or 

protecting  it  by  adding  RNA‐modifications  (Decroly  et  al.,  2011,  Hackbart  et  al.,  2020). 

According  to  Yoshimoto,  nsp  enzyme  functions  can  be  assigned  to  the  following  major 

categories:  (i)  proteases,  (ii)  RNA  capping  enzymes,  (iii)  replication,  and  (iv)  other  RNA 

modifications,  one  category  (v)  should  also  be  added:  enzymes  targeting  host  cellular 

pathways (Yoshimoto, 2021). 

ACCESSORY PROTEINS  

The total number of exact ORFs in SARS‐CoV‐2 coding for accessory proteins is unknown and 

needs to be experimentally determined (Mariano et al., 2020). Furthermore, these are highly 

diverse in coronaviruses and ORF presence alters even between closely related coronaviruses; 

they are  considered  to be  responsible  for  the observed differences  in  virulence of  related 

betacoronaviruses (Gordon et al., 2020, Wu et al., 2020a) (see Figure 2). ORFs are defined as 

the  regions  between  a  start  and  stop  codon,  independently  from  potential  translation 

(Jungreis et al., 2021). SARS‐CoV‐2 possesses a set of nine accessory proteins (Wu et al., 2020b, 

Gordon et al., 2020). Like E, ORF3a, the largest accessory protein, oligomerizes to a viroporin 

(Azad  and  Khan,  2021,  Hassan  et  al.,  2020).  For  ORF3a  a  pro‐apoptotic  activity  has  been 

determined; in direct comparison to SARS‐CoV, however, it is reduced, which might favor the 

strategy  of  the  virus  to  spread  relatively well  and  undetected  from  cell‐to‐cell  in  an  early 

infection stage (Ren et al., 2020). Mutations in ORF3a and subsequent non‐synonymous amino 
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acid exchanges might contribute to differences in pathogenicity of SARS‐CoV‐2 strains (Azad 

and Khan, 2021). As an initiator of necrosis, ORF3a also contributes to cytopathologic effects 

(Yue  et  al.,  2018).  Finally,  this  protein  also  interacts  with  cellular  pathogen  defense 

mechanisms, such as phagolysosome formation (Miao et al., 2021a). The potency of ORF3b to 

act as an interferon antagonist is influenced by its length (Konno et al., 2020). ORF6 is also 

involved in suppressing the interferon response and additionally impairs nuclear host‐mRNA 

transport mechanisms (Kato et al., 2021, Miorin et al., 2020). The ORF7a protein is associated 

with suppression of antigen presentation on monocytes and with firing a cytokine storm (Zhou 

et al., 2021c). Also, for ORF8, 9b, and 9c downregulating activities of host immune responses 

have  been  described,  partially  by  targeting  mitochondrial  processes  (Shi  et  al.,  2014, 

Dominguez Andres et al., 2020, Wong et al., 2018). The functions of ORF3c, d, and ORF7b in 

the life‐cycle of SARS‐CoV‐2 are still unknown; nonetheless, ORF3d provokes a solid antibody 

response  and  the  ORF7b  leucine  zipper  might  be  involved  in  loss  of  taste  and  olfaction 

(Fogeron et al., 2021, Hachim et al., 2020, Redondo et al., 2021). While the role of ORF10 as 

coding region is up for discussion, it was demonstrated that absence of ORF10 in the genome 

of SARS‐CoV‐2 does not attenuate human disease (Pancer et al., 2020).  

Recently, Jungreis and colleagues defined a reference gene panel of functional protein‐coding 

genes for SARS‐CoV‐2 consisting of the ORFs 1a, 1ab, S, 3a, 3c, E, M, 6, 7a, 7b, 8, N, and 9b 

(Jungreis  et  al.,  2021).  In  summary,  functions  of  accessory  proteins  can  be  abstracted  in 

sharing  one  aim:  to  subdue  infected  cells  in  manifold  ways  to  enable  unobstructed  viral 

growth  and  replication.  Hence  both,  nsps  and  accessory  proteins,  are  of  great  interest  as 

potential drug targets or for creation of  live, attenuated SARS‐CoV‐2 strains  lacking certain 

ORFs (Silvas et al., 2021, Habtemariam et al., 2020). 

1.2. GENOME CHARACTERISTICS 

The SARS‐CoV‐2 genome ranges in size between 29.8 to 29.9 kilobases and encodes for about 

9860 amino acids; it is a single stranded, positive sensed RNA genome, meaning viral RNA can 

directly be translated by cellular ribosomes, just like mRNA (Pfefferle et al., 2020, Chan et al., 

2020,  Khailany et  al.,  2020, Masters,  2006).  The  vast  genome organization does not differ 

between  SARS‐CoV  and  SARS‐CoV‐2,  but  individual  disparity  between  both  viruses  is 

prominent in S, ORF3b, and ORF8 genes specifically (Chan et al., 2020). Towards the 5’ genome 

end two large genes encoding for nonstructural proteins are allocated (ORF1a and ORF1b) and 

they engross about  two  thirds of  the entire genome;  the much smaller genes  for  the  four 
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structural proteins are found with orientation towards the 3’ genome end (Masters, 2006). 

They are arranged discontinuously between those encoding for accessory proteins (ORF3a‐

ORF10) (Khailany et al., 2020). The hemagglutinin‐esterase gene is not present in the SARS‐

CoV‐2  genome  (Zandi  and  Soltani,  2021,  Chan  et  al.,  2020).  An  overview  on  the  genome 

organization is given in Figure 2. 

Either genomic end is flanked by an untranslated region (UTR) of variable lengths (Chan et al., 

2020, Khailany et al., 2020). UTRs carry specific modifications, such as a 3’ poly a‐tail, a 5’ cap, 

and  structural  adaptations  (Miao  et  al.,  2021b).  Secondary RNA‐structures,  as  stem  loops, 

long‐range RNA‐RNA interactions, and double‐stranded regions are known and some of these 

are involved in modulating transcription efficiency (Vandelli et al., 2020, Rangan et al., 2020, 

Plant et al., 2005, Cao et al., 2021, Chan et al., 2020). A well‐described structure is the three 

stemmed pseudoknot in ORF1ab. It is essential for frame‐shifting, as it enables translation of 

polyprotein (pp) 1 and pp2 from the ORF1ab by circumnavigating ribosomes around the ORF1a 

stop codon to allow for translation of the downstream ORF1ab proteins (Huston et al., 2020). 

Figure 2. SARS‐CoV‐2 genome organization and annotation of ORFs. Modified after Gordon et al., 2020.   

 

Viral RNA is stowed in the virion in a globular, slightly helical spatial arrangement (Cao et al., 

2021). RNA packaging is mediated by packaging signals and dependent on interactions of N 

and M terminal regions (Masters, 2006).  

Characteristic for Nidovirales  is also the production of a set of nested 3’ subgenomic RNAs 

(Fehr  and  Perlman,  2015).  The  underlying  mechanisms  are  intricate  and  likely  the 

consequence  of  halted  negative  RNA  strand  synthesis  (Alexandersen  et  al.,  2020).  The 

subgenomic RNAs also serve as templates for translation of the 3’ orientated genes, including 

the structural genes (Kim et al., 2020, Sola et al., 2015). However, subgenomic RNAs are not 
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included in virions, as they do not have any packaging signals (Alexandersen et al., 2020). The 

set of subgenomic RNAs is illustrated in Figure 3.  

A major driver  in both CoV’  evolution and host‐switch  are  genome  recombination  events, 

which occur during RNA‐synthesis due to template switch; recombination can result  in the 

generation of defective viral genomes, or altered subgenomic RNAs, or novel  full genomes 

(Graham and Baric, 2010, Sola et al., 2015, Gribble et al., 2021). Recombination frequency and 

preciseness is depending on the activity of the nsp14 exonuclease (Gribble et al., 2021). Both, 

intermolecular trans‐recombination events between two co‐infecting RNA molecules, which 

may  result  in  chimeric  viruses,  as  well  as  intramolecular  cis‐recombination  events  at 

transcription‐regulating  sequences  are  described  (J.  G.  Keck,  1988,  Sola  et  al.,  2015).  In 

addition to recombination, coronaviruses evolve within new hosts or if forced from hosts with 

partial immunity, through genomic drift. Accumulation of such drift mutations resulted in a 

divergence of SARS‐CoV‐2 variants and is still in progress. 

 

Figure 3.  Illustration of the set of sub‐genomic RNAs  in a SARS‐CoV‐2 diagnostic sample and their  frequency. 
Modified after Alexandersen et al., 2020.  
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2. SARS‐COV‐2 LIFE CYCLE 
For replication, SARS‐CoV‐2 virions critically depend on the intracellular milieu and machinery 

of eukaryotic cells. First steps in viral infection and hence the viral life cycle are attachment to 

and internalization into host cells. With its RBD located in the spike protein the virus particle 

attaches to the ACE2 cellular receptor (Wang et al., 2020b). Further uptake of the virion occurs 

only  after  proteolytic  activation  of  the  S1  and  S2  subunit  by  cellular  proteases  (furin  and 

TMPRSS2) (Jaimes et al., 2020, Ord et al., 2020, Hoffmann et al., 2020). Upon activation, the 

S2 domain catalyzes the fusion of viral and cellular membranes by ionic changes, after its self‐

insertion  into  the cell membrane  (Millet and Whittaker, 2018, Murgolo et al., 2021). ACE2 

receptors and relevant proteases are found on many cell types in mammals, e.g.  in lung or 

bronchial  tree  tissues  (Lukassen  et  al.,  2020).  Internalization may  also  be  achieved  by  an 

alternative,  less‐favored  pathway:  endocytic‐endosomal  intake,  and  cathepsin  L‐mediated 

fusion  of  endosomal  and  viral  membranes  (Simmons  et  al.,  2013,  Yang  and  Shen,  2020). 

Besides, also other cellular proteins, as Neuropilin‐1, are known to alleviate cell entry (Zhang 

et al., 2020b, Cantuti‐Castelvetri et al., 2020).  

Subsequently, the nucleocapsid‐complex is released into the cytoplasm (Kirtipal et al., 2020). 

The  viral  RNA  acts  similar  to  host mRNA,  hence  direct  translation  of  5’  terminal  genes  at 

cellular ribosomes under the influence of frame‐shifting events commences, and polyprotein 

1  and  2  (pp)  are  released  (Fehr  and  Perlman,  2015).  After  auto‐cleavage  of  the  papain‐

proteases  nsp3  and  nsp5  from  the  pp,  these  in  turn  cleave  the  remnant‐pp  and  allow 

formation of the viral replication and transcription complex (RTC); RTC is allocated near the 

rough  endoplasmic  reticulum  (rER),  and  nsp1  and  others  subsequently  conquer  the  host‐

transcription  processes  at  the  rER  (Schubert  et  al.,  2020).  RTC  core  units  are  the  RNA‐

dependent  RNA  polymerase  with  its  cofactors,  the  proof‐reading  machinery,  and  RNA 

modifying subunits (Romano et al., 2020, Gao et al., 2020).  

The  following  steps,  which  include  synthesis  of  the  initially  produced  minus‐strand  RNA, 

subgenomic  RNAs,  and  the  ultimate  viral  positive‐strand  RNA,  require  the  formation  of 

characteristic,  endoplasmic  reticulum‐derived  membrane  structures:  so‐called  double 

membrane vesicles (DMV) (V'Kovski et al., 2021, Knoops et al., 2008, Perlman and Netland, 

2009).  Formation  of  DMV  and  anchoring  of  RTC  is  induced  by  several  nsps  (Zhang  et  al., 

2020a). The DMV are beneficial for viral replication, as they can protect viral RNA, especially 

double‐stranded intermediates from degradation, they concentrate necessary substrates and 
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spatially organize enzyme‐systems; hence they are also designated as SARS‐CoV‐2 replication 

factories (Du Toit, 2020, Wolff et al., 2020b, Snijder et al., 2020). Then, positive‐strand RNA is 

disguised by RNA‐capping modifications, to veil its non‐cellular origin (Romano et al., 2020). 

For egress of newly synthesized RNA, pores are coined in the DMV (Wolff et al., 2020a).  

After  the RNA‐synthesis  steps  in  the DMV microenvironment,  viral proteins are produced: 

structural and accessory proteins are translated from the subgenomic RNA at the rER, where 

they are internalized under synthesis for posttranslational modifications ‐ with one exception: 

N  is  directly  released  into  the  cytoplasm  following  translation,  to  allow  formation  of  the 

ribonuclein‐complex and nucleocapsid‐formation with the positive RNA strand (V'Kovski et al., 

2021, Hopfer et al., 2021, Khade et al., 2021). Encapsidation is driven by RNA packaging signals, 

which  effectuate  accumulation  of  numerous  N  proteins  and  self‐organization  processes 

(Masters, 2019, de Haan CA, 2005). Following translation, the proteins are delivered via the 

ER‐to‐Golgi  intermediate compartment ERGIC to finally bud with the nucleocapsid, to form 

new virions; these processes are initiated and coordinated by activity of mainly M, but also E, 

and N protein (Caldas et al., 2020, de Haan CA, 2005, Plescia et al., 2021, Fehr and Perlman, 

2015, Kirtipal et al., 2020, V'Kovski et al., 2021). Structural proteins are sent on their way to 

ERGIC  by  expression  of  intracellular  trafficking  signals  (Boson  et  al.,  2021),  and 

morphologically distinct membrane vesicles act as a transport receptacle for different types 

of proteins; finally these vesicles fuse to allow viral budding and the eventual release (Ulasli 

et al., 2010, Mendonca et al., 2021).  

In infected cells, the assembly sites are characterized by proximity of membrane structures 

resembling ER and Golgi apparatus and high vesicle densities (Klein et al., 2020).  

SARS‐CoV‐2  has  several  strategies  for  egress:  along  with  bio‐secretion  also  egress  via 

lysosomal pathways occurs (Ghosh et al., 2020, Zhang and Zhang, 2021). SARS‐CoV‐2 manages 

to  impair  normal  lysosomal  functions:  enzymes  are  inactivated,  antigen‐presentation  is 

hindered and the pH is increased, so ultimately virions are released via lysosomal trafficking 

(V'Kovski et al., 2021, Ghosh et al., 2020, Miao et al., 2021a). 

A schematic overview about the steps in the cellular SARS‐CoV‐2 replication cycle is given in 

Figure 4. 
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Figure 4. Overview of SARS‐CoV‐2 cellular entry, replication, and egress. (Kumar S. et al., 2020).  

 
 

3. ORIGIN AND HISTORY 
SARS‐CoV‐2 was first identified in late 2019 from swab and bronchoalveolar lavage samples 

collected from a diseased person in China (Zhou et al., 2020, Wu et al., 2020b). The majority 

of first COVID‐19 cases were epidemiologically linked to a seafood market in Wuhan, Hubei 

Province, China (Li et al., 2020a, Zhu et al., 2020). Although many theories on the origin of 

SARS‐CoV‐2  exist,  the  most  plausible  ones  –  similar  to  other  coronaviruses  ‐  include 

transmission  of  a  SARS‐CoV‐2  ancestral  virus  from  a  bat  species  as  reservoir  host  to  an 

intermediate host and finally to humans, where it further adapted to maximum replication 

and  transmission  capacity;  most  likely,  trade  and  consumption  of  wildlife  animals  were 

involved in the gateway of the pandemic (Holmes et al., 2021, Lam et al., 2020, Dong et al., 

2020b, Cui et al., 2019, Wong et al., 2019, Lundstrom et al., 2020, Andersen et al., 2020, Ge et 

al., 2013, Bloom, 2021, Temmam et al., 2021). For the respective seafood market, the sale of 

species, which have proved to be highly susceptible for SARS‐CoV‐2, has been documented 
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until November 2019 (Xiao et al., 2021). What is more, just recently the finding of a close SARS‐

CoV‐2 relative in Chinese bats was reported (Li et al., 2021b).   

A more detailed discussion of reservoir and host species is included in the enclosed Review 

Article `SARS‐CoV‐2 in animals: From potential hosts to animal models´.  

Although knowledge about contagiousness, transmissibility, and pathogenesis of SARS‐CoV‐2 

was little in the beginning, reports from China indicate that the initial infection wave could be 

controlled quickly (Zhu et al., 2020, Kong et al., 2021, Shi et al., 2021). Yet, the virus spread 

world‐wide and among others, Italy, France, Spain, the United Kingdom, and the United States 

faced an enormous first pandemic wave with a critically high number of patients requiring 

intensive treatment (Davis et al., 2021, Zeller et al., 2021, Yang et al., 2021, Nadeau et al., 

2021,  Dong  et  al.,  2020a).  In  response  to  the  rapid  spread  and  dramatic  scenarios, many 

countries have launched disease control measures and lock‐downs (Fokas and Kastis, 2021). 

March  11,  2020,  the  Director‐General  of  WHO,  finally  announced  a  global  SARS‐CoV‐2 

pandemic (WHO, 2020e).  

Simultaneously,  the SARS‐CoV‐2 pandemic has been driven by  the emergence of new viral 

variants. The first to become important, was the so‐called variant “D614G”. One nucleotide 

exchange in the coding sequence of S resulted in an altered primary structure of the protein 

and overtook disease dynamics only shortly after  its detection  (Korber et al., 2020).  In  the 

aftermath of this first dominant variant also others emerged: the Alpha B.1.1.7 variant and 

Delta B.1.617.2 variant, which have both achieved preferred spreading in comparison to the 

strains endemic beforehand, and the Beta B 1.351 variant, which is associated with immune‐

escape properties (Li et al., 2021a, Reardon, 2021, Kraemer et al., 2021, Wibmer et al., 2021).   

To keep track with the rapid viral evolution a classification system was proposed, with the 

categories variant of  concern  (VOC), variant of  interest  (VOI), and variants of high  interest 

(WHO, 2021b, CDC, 2021c). First, naming of the variants referred to the country, they were 

initially  reported  from  (e.g.  the  British,  South  African,  Brazilian,  Indian  variant)  (Callaway, 

2021). Also, a naming system respecting phylogenetic relatedness was proposed (Rambaut et 

al., 2020). In order to simplify and harmonize nomenclature, WHO announced in May 2021 a 

new classification system, referring to Greek letters for distinct variants (WHO, 2021c). By end 

of  August  2021  four  variants  of  concern  are  defined,  which  have  been,  or  are,  dictating 
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epidemics  in  the past  ten months: Alpha  (B.1.1.7), Beta  (B.1.351), Gamma (P.1), and Delta 

(B.1.617.2); they are defined by their specific genomic configuration at certain sites (WHO, 

2021b). 

 

4. SARS‐COV‐2‐RELATED DISEASE 
Certainly,  SARS‐CoV‐2  is dreaded  for  its  consequences  for human health. Most  frequently, 

SARS‐CoV‐2 is shed via respiratory droplets from infected patients; transmission occurs either 

by direct inhalation of these, or by droplet, or smear infection of mucous membranes (Zhou 

et  al.,  2021b, WHO,  2020d,  CDC,  2021e).  Upon  infection with  SARS‐CoV‐2,  a  patient may 

develop  clinical  symptoms  at  varying  severity  of  Coronavirus  Disease‐19  (COVID‐19).  The 

spectrum of disease  includes every stage between mild or even asymptomatic progression 

and severe to fatal clinical disease (Schonfeld et al., 2021, Huang et al., 2020a, Oran and Topol, 

2020, Nogrady, 2020, Casas‐Rojo et al., 2020, NIH, 2021).  

Among  the  commonly  reported  symptoms  are  coughing,  sore  throat,  fever,  asthenia, 

headache, myalgia, loss of smell and taste, and shortness of breath (Tong et al., 2020, Aziz et 

al., 2020, Lechien et al., 2020, CDC, 2021d). These studies also show clearly that the subset of 

clinical  symptoms  varies  from  patient  to  patient  and  symptoms  can  be  others  than  the 

mentioned most common signs, e.g. diarrhea or gastro‐intestinal symptoms (Ghimire et al., 

2021, Li et al., 2020b).  

As disease progression continues, initially mild symptoms can rapidly gain in severity, which 

might  afford  aggressive  therapy,  e.g.  intensive  care,  artificial  ventilation,  or  even 

extracorporeal membrane oxygenation of venous blood (ECMO), that can still result in coma 

or death of the patient (Wongtangman et al., 2021, Richardson et al., 2020, Wang et al., 2020c, 

Wunsch, 2020, Dreier et al., 2021). Complications, symptoms, and diagnoses in these cases 

include  pneumonia,  lung  failure,  cyanosis,  chest  CT  abnormalities,  lymphopenia  and 

leukopenia, reduced hemoglobin and platelets, aberrations in blood biochemistry, vasculitis 

and haemophagocytic lymphohistiocytosis, coagulopathy and thrombosis, cerebral infarction, 

encephalitis and myelitis, myocarditis, glomerulonephritis, cutaneous involvement, and death 

(Wang et al., 2020a, Andrikopoulou et al., 2020, Wollina et al., 2020, Ramos‐Casals et al., 2021, 

Wang et al., 2021). 

Time between infection and symptom onset adds up to about 7 days, but can vary depending 

on individual factors (Zaki and Mohamed, 2021, Elias et al., 2021, Quesada et al., 2021, Paul 
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and Lorin, 2021). Time from symptom onset to a stage, which makes treatment obligatory, 

amounts to about 8 days and patients may worsen within a very short period of time, even 

quite a while after  the onset of symptoms (Wang et al., 2021). Unfortunately,  it has  to be 

noted, that patients are already infectious during the asymptomatic phase (Byambasuren et 

al., 2020, Sayampanathan et al., 2021, Wilmes et al., 2021, Johansson et al., 2021).  

Most abundant risk‐factors for severe disease and lethality include sex and age of the patients, 

obesity, diabetes, hypertension, and cardio‐vascular diseases (CDC, 2021b, Venkatakrishnan 

et al., 2021, Nogueira et al., 2020, Wollenstein‐Betech et al., 2020, Pawlowski et al., 2021, 

Ahrenfeldt et al., 2021, Green et al., 2021, Peckham et al., 2020).  

As more  and more  patients  recovered  from  SARS‐CoV‐2  infection,  it  became  clear,  that  a 

certain  fraction of patients,  independent  from disease  severity, develops  symptoms  in  the 

aftermath of  the acute phase;  this  syndrome has been  termed “post‐COVID  syndrome” or 

“Long‐COVID” (Fan et al., 2021, Halpin et al., 2021, Wostyn, 2021, Carroll et al., 2020, Lancet, 

2020, Nalbandian et al., 2021). However, both, case definition and the pathogenesis of this 

syndrome, are still unclear.   

 

5. SARS‐COV‐2 IN ANIMALS  
Animals play a particular role in the SARS‐CoV‐2 pandemic. On the one hand SARS‐CoV‐2, and 

the ancestral virus respectively, originates from a reservoir bat species and was transmitted 

to humans via an intermediate host. Therefore, SARS‐CoV‐2 is a zoonotic pathogen, even if 

meanwhile  most  animal  infections  are  of  an  anthropo‐zoonotic  origin.  Furthermore,  also 

other  animal  species,  than  originally  infected,  could  reveal  susceptible  for  SARS‐CoV‐2 

infection and act as reservoirs or even as `recombination vessel´. Human existence is closely 

linked  to  large  scale  animal  production  systems  –  another  possible  reservoir  pool.  And, 

probably most important in the current phase of the pandemic, animals are irreplaceable as 

model  species  to  picture  human  disease  and  illness,  and  to  promote  evidence  in  many 

research fields, e.g. in vaccine development. 

A comprehensive summary embracing the named topics is presented in the following pages 

as a Review Article. Figure and table numbering are according to the published chapter and 

references are presented in the journal style and do not appear in the reference section of 

this thesis.   
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III. STUDY OBJECTIVES 
 

Living with SARS‐CoV‐2 and COVID‐19 for almost two years has led to increased evidence on 

the virus epidemiology, pathogenesis, and strategies to combat it. But as the still high numbers 

of infections and re‐infections show, this battle has not yet come to an end and needs further 

effort. In this present work three objectives have been codified to enhance understanding of 

the virus and pandemic. 

Objective  I:  Testing  different  animal  species  for  their  susceptibility  towards  infection with     

SARS‐CoV‐2.  

  Publication I & II 

Right  from the beginning of  the pandemic  it was speculated  that  (wildlife‐) animals 

harbor SARS‐CoV‐2, but no naturally SARS‐CoV‐2 infected animals were found in this 

early phase. The risk of an animal species with reservoir properties that could account 

for continuous (re‐) introduction of this agent into human population, however, was 

not eliminated. Furthermore, susceptible species could act as `recombination‐vessels´ 

for the emergence of novel recombinant isolates with altered biological traits. Third, 

research and control of pandemics, relies on robust animal models. Hence, evaluating 

the role of different animal species for susceptibility, and for their eligibility to host, 

transmit, and spread SARS‐CoV‐2 to conspecifics, was aimed.  

Objective II: Characterization of SARS‐CoV‐2 variants in a multi‐step, competitive transmission 

trial in different animal species.  

  Publication III & IV 

Public  health  actions  and  precautions,  preparedness  of  stakeholders  in  health  care 

service,  and  vaccine  adjustment  relies  on  early  detection  and  warning  of  virulent 

strains.  SARS‐CoV‐2  pandemic,  though,  has  been  fueled  by  the  rise  of  new  viral 

variants, which displace endemic variants. Moreover, emerging variants bear the risk 

of not only increased transmissibility, but also disease severity and immune‐evasion. 

The chosen approach to test variants one vs. one in a competitive transmission trial 

accelerates knowledge on their traits and helps to gain valuable time.  
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Objective III: Developing a challenge‐trial in highly SARS‐CoV‐2 susceptible animals for safety 

and efficacy testing of promising vaccine‐precursors.  

  Publication V 

Defeating COVID‐19, or at least catching up a little with its rapid evolution is critically 

depending on the availability of efficacious vaccines. Particularly COVID‐19 has brought 

back to memory, that vaccine development is a rugged and long way to go. Vaccines 

have  to be safe, with  little  risk of adverse effects and have  to  significantly  improve 

outcomes  of  vaccinated  people.  In  turn,  public  acceptance  of  vaccines  depends  on 

these factors. For ethical and moral reasons, a challenge study in humans vaccinated 

with  non‐characterized  vaccines  are  strictly  excluded.  So,  to  test  vaccine‐induced 

immunity and protection, as well as safety, a highly standardized and highly susceptible 

challenge model needs to be found.  
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IV. RESULTS 
 

Publications appear in a grouped order, according to the related “study objectives”‐section. 

Figure and table numbering are according to the original paper and references are presented 

in the respective journal style and do not appear in the reference section of this document. 

The  original  work  can  be  found  under  the  denoted  digital  object  identifier  (doi).  Where 

supplemental material is not added in this thesis, it can also be found there.  
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1. Publication I: EXPERIMENTAL INFECTION OF CATTLE WITH SARS‐COV‐2 
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2. Publication II: EXPERIMENTAL SARS‐COV‐2 INFECTION OF BANK VOLES 
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V. DISCUSSION 
 

Wild‐life and livestock species are an unendingly reservoir for pathogens, of which a steadily 

growing fraction are associated with human infections. Such zoonoses are, according to OIE, 

responsible for approximately 60% of human infectious diseases per year and around 75% of 

newly emerging infectious diseases have a zoonotic origin (OIE, 2021). Also, for SARS‐CoV‐2 

the origin is located in a wildlife population, and the virus found its way into human population 

via inter‐species transmission (Holmes et al., 2021).  

The past months of the COVID‐19 pandemic have demonstrated primacy of scientific findings 

to combat the consequences of a global SARS‐CoV‐2 spread for individuals, societies, nations, 

and  the  environment  including  various  animal  species.  A  great  variety  of  questions  have 

become  important,  of which  three  aspects  are  further  illuminated  in  this  thesis.  First,  the 

susceptibility  of  elected  animals  for  SARS‐CoV‐2  infection  was  analyzed  in  experimental 

inoculation‐studies; second, emerging SARS‐CoV‐2 variants were analyzed and characterized 

in  comparison  to  precursor  variants  in  a  competitive  transmission  experiment  in  different 

animal  models;  and  third,  an  infection‐challenge  study  for  vaccinated,  highly  permissive, 

animals was established, in order to test vaccine candidates.   

 

Objective I: Testing different animal species for their susceptibility towards infection with SARS‐

CoV‐2.   → Publication I & II 

One critical aspect of the COVID‐19 pandemic is the susceptibility of livestock‐species towards 

SARS‐CoV‐2  infection  (Mallapaty, 2021b). For various  infectious diseases affecting humans, 

livestocks’ role in disease dynamics is evidenced, e.g. poultry and swine in Influenza‐A virus 

spread, ruminants for Q‐fever, or dogs and bats for rabies (Yassine et al., 2013, Shi et al., 2018, 

Sun et al., 2020a, Mancera Gracia et al., 2020, Van den Brom et al., 2015, Vega et al., 2020). 

Apparently, these species do not play a role  for SARS‐CoV‐2 spread, still,  the risk  for  farm‐

animal or wildlife species to harbor and replicate SARS‐CoV‐2 is not banned (Schlottau et al., 

2020, Shi et al., 2020). Indisputable, SARS‐CoV‐2 permissive animal species, which show high 

susceptibility and establish efficient transmission chains, would fuel human SARS‐CoV‐2 cases. 

Hence,  it  is  of  utmost  importance  to  identify  susceptible  animals.  Here,  susceptibility  and 
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potential to act as SARS‐CoV‐2 reservoirs or as an animal model was analyzed, for two relevant 

animal species: cattle and bank voles.  

Prerequisites  for  infectivity  would  be  a  contagiosity  of  SARS‐CoV‐2  in  these  species,  and 

efficient  intra‐species  transmission  among  predisposed  populations.  To  test  for  natural 

susceptibility,  a  study  must  modulate  natural  exposure  to  a  pathogen  along  predisposed 

transmission routes. In the present work, this could be achieved, by intranasal application of 

virus‐containing droplets, or suspension, which is the natural route for respiratory pathogens 

and droplet‐, or aerosol‐based shedding (CDC, 2021e, WHO, 2020d).  

Cattle, with an estimated population of 1.5 billion, is an important livestock species in many 

culture  areas  (FAO,  2010).  Close proximity between  cattle  and humans has  e.g.  facilitated 

species‐jump of  the human CoV OC43  from a  rodent‐reservoir,  via  the cattle  intermediate 

host, to humans (Corman et al., 2018). Besides, cattle are affected in a large scale by Bovine 

CoV (BCoV), a betacoronavirus (Vlasova and Saif, 2021). Both raising concerns about cattle’s 

susceptibility for SARS‐CoV‐2, but also about their potential to serve as an intermediate host‐

like recombination‐vessel, or a new reservoir for human infections.  

Although two out of six cattle in the presented study were infected with SARS‐CoV‐2, presence 

of  viral  genome  in  collected  specimen was  only  short‐termed,  and  at  relatively  low  rates. 

Specific  antibodies  were  detected  in  these  respective  animals.  Genome  and  antibody 

detection in only these two animals are indicative for a real replication, and pure sero‐reaction 

due to contact  to a non‐replicating agent  is not very  likely. However,  transmission to non‐

inoculated contact animals was not observed (see Publication I).  

Interestingly, at least one animal was actively infected with BCoV at the time of the trial, and 

all animals showed sero‐reactivity against BCoV. However, obvious clinical signs could not be 

observed. Actually, the very two cattle, which were SARS‐CoV‐2 genome positive did not show 

a relevant increase in anti‐BCoV titers and the animal, which was tested BCoV‐positive had no 

detectable SARS‐CoV‐2 genome. Furthermore, the animal showing the most drastic increase 

in specific anti‐BCoV response was a contact animal, which remained SARS‐CoV‐2‐negative 

during the whole experiment. Conclusively, together with lack of clinical signs upon BCoV or 

SARS‐CoV‐2  infection,  there  is  no  hint  at  a  recombination  event  in  any  of  the  animals. 

Ultimately, it could be shown, that neither a high anti‐BCoV titer could prevent, nor a low anti‐

BCoV  titer  could  favor  SARS‐CoV‐2  infection.  Taking  these  findings  together,  there was no 
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indication  for  an  antigenic‐recombination  between  these  two  closely  related  viruses,  nor 

evidence for any substantial serological cross‐reactivity.  

Besides  livestock, also wildlife species might act as a reservoir host  for human SARS‐CoV‐2 

cases. Knowing about  the high  susceptibility of deer mice  in  the U.S.,  a  close  relative,  the 

European bank  vole, was  considered  a  highly permissive  candidate  for  endemic  infections 

(Griffin et al., 2021, Fagre et al., 2021). Bank voles are among the most populous mammals in 

Europe and an important reservoir species for infections with zoonotic cowpox virus, hanta 

viruses, and tick‐borne encephalitis virus (Stoltz et al., 2011).  

In the presented study, all eight directly inoculated bank voles were tested positive for SARS‐

CoV‐2 genome.  Frequency of positive  swabs  varied depending on  time and  the  respective 

sampling site. Oral and nasal swabs exhibited the highest genome loads. Sporadically swabs 

from  the  circum‐anal  region  also  tested  positive,  however  reflecting  higher  cq‐values 

(quantification cycle) only. Irregular pattern and occurrence of SARS‐CoV‐2 genome in these 

swabs resulted most likely from carry‐over from the genome‐contaminated litter to the fur, 

or grooming behavior, which could also account for carry‐over of viral genome from the oral 

cavity to the respective body regions. However, the virus load in nasal tissue of one bank vole 

was sufficient to re‐isolate infectious virus (see Publication II). Scenarios of transmission from 

SARS‐CoV‐2  infected predators, such as a pet‐cat, or naturally  infected Mustelidae‐species, 

also endemic in bank vole habitats, to an index‐bank vole seem possible. But, due to the lack 

of intra‐species transmission in this study, the risk for SARS‐CoV‐2 to become endemic among 

bank vole populations is very low.  

Besides  deer mice,  high  susceptibility  of mink  and white  tailed  deer  towards  SARS‐CoV‐2 

infection has been described; efficient SARS‐CoV‐2  intra‐species transmission was reported 

for these species and also zoo‐anthroponotic mink to human spill‐over infections (Chandler et 

al., 2021, Palmer et al., 2021, Oude Munnink et al., 2021, Chaintoutis et al., 2021).  Opposing 

cattle and bank voles to these species draws a more diverse picture: although the bank vole 

shows a higher permissiveness for infection than cattle, because each inoculated individual 

became  infected,  genome was  detected  only  at marginal  levels,  hence  for  bank  voles  the 

probability of SARS‐CoV‐2 spread does by far not reach that of deer mice or white‐tailed deer. 

In bank vole  turbinalia, however,  low‐level genome detection was prolonged. Still, what  is 

most important: intra‐species transmission was not observed for either cattle or bank voles. 
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Though  just  this  must  be  considered  the  crucial  linchpin  to  elevated  susceptibility  and 

enduring spread of SARS‐CoV‐2 in these putative reservoir populations. Also, the capability of 

both species as models for SARS‐CoV‐2 infections is limited.  

Because of their low “overall susceptibility”, it must be denied that cattle farming can play an 

analog role as mink holdings do for SARS‐CoV‐2 spread; the same is true for other relevant 

livestock  animals  like  chicken,  ducks  and  pigs  (Schlottau  et  al.,  2020,  Shi  et  al.,  2020). 

Nevertheless, targeted sero‐surveillance studies using e.g. multispecies SARS‐CoV‐2 antibody 

tests  (Wernike et al., 2021) are  recommended especially  for cattle populations  in order  to 

exclude any adaptation of the virus and its spread. Furthermore, since experimental infection 

data are missing,  field  studies about  the seroprevalence of European deer  species  like  roe 

deer, fellow deer and red deer are suggested. 

Even  though bank  voles  and  cattle  seem neglectable  in  COVID‐19  outbreak dynamics,  the 

latter appear to be eligible for post‐outbreak investigation. In high‐density cattle population 

areas,  they might  serve  as  an  indicator  for  a  high‐level  prevalence  of  SARS‐CoV‐2  among 

humans. Likewise, screening for SARS‐CoV‐2 antibodies in bank voles, which are caught within 

rodent  surveillance programs  should be  taken  into  consideration,  as  an early  indicator  for 

SARS‐CoV‐2 circulation among wild predator species.  

 

Objective II: Characterization of SARS‐CoV‐2 variants in a multi‐step, competitive transmission 

trial in different animal species.  → Publication III & IV 

Emerging so‐called SARS‐CoV‐2 variants  (of  concern /  interest, VOI/VOC) made  the human 

COVID‐19 pandemic much more diverse. This is particularly concerning because some variants 

are associated with altered biological traits such as preferential transmission, immune escape, 

or a changed immunogenic profile, and because clinical disease severity and hospitalization 

rates are associated with the variants’ spread (Planas et al., 2021, Dyson et al., 2021, Twohig 

et al., 2021). Yet, variant characterization is hardly keeping step with variant emergence and 

spread. Self‐evident, early experimental characterization of variants would gain valuable time, 

improve  preparedness  plans,  and  ease  the  development  of  optimized  vaccines.  In  the 

discussed  work,  variant  characterization  was  attempted  with  a multi‐species,  competitive 

transmission animal study.  
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A  hierarchically  designed  set  with  the  transgenic  mouse  model,  expressing  human  ACE2 

(hACE2), the Syrian hamster, and the ferret, was used for  in‐vivo fitness characterization of 

SARS‐CoV‐2  variants.  Using  co‐inoculated  donor  animals,  and  matching  them  with 

transmission animals 1:1, allows evaluation of clinical and virologic features. Furthermore, the 

highly important questions of transmission and replicative dominance (“viral fitness”) can be 

addressed; this was even possible over a two‐passage transmission chain.  

On a global scale, the first variant to replace the precursor strain, was characterized by a point 

mutation in S at amino acid position 614 (S‐614), with an exchange from aspartic acid (D) to 

glycine (G) (Korber et al., 2020). While rather slight advantages for S‐614G were observed in‐

vitro, the in‐vivo studies described in this thesis provide clear evidence for a marked fitness 

advantage  of  S‐614G,  as  compared  to  S‐D614.  All  applied  animal  models  underlined  the 

dominant replication and transmissibility of S‐614G, and all data point to the great importance 

of this mutation, which should actually mark the first VOC (see Publication III). Yet, SARS‐CoV‐

2 variants are not limited to the D614G exchange: The Alpha, Beta, Gamma, and Delta variant 

arose subsequently, all carrying, beside others, the initial S‐614G mutation.  

Two VOCs, the Alpha and the Beta variant, were also tested in this study in‐vitro and in‐vivo 

by a similar approach. However, contrary to S‐614G, in‐vitro approaches were not as efficient 

in  portraying  fitness  differences  of  the  Alpha  or  Beta  VOC  versus  the  S‐614G  variant.  To 

overcome  these  issues,  again  the  animal models  were  used.  In  the  hACE2 mouse model, 

dominance of Alpha over S‐614G could be demonstrated, likewise in ferrets. Findings of the 

hamster  model,  however,  were  less  clear  cut:  either  variant  was  transmitted  to  contact 

animals  and  no  clear  advantage  of  one  variant  could  be  observed  in  directly  inoculated 

animals.  Yet,  animals  where  Alpha  was  dominant  had  a  higher  probability  to  die  from 

infection. On the other hand, the hamster model has revealed its advantages for testing the 

Beta  variant  against  S‐614G  and  Alpha:  as  also  observed  during  the  human  COVID‐19 

pandemic in the field, the Beta VOC did not manage to become dominant in direct competition 

with the other variants. Additional to nasal shedding data, viral loads in the respiratory tract 

organs were  determined, which mainly  underlined  the  shedding  and  transmission  results. 

Although some animals had a diverging ratio of two variants between the upper and the lower 

respiratory tract tissue, it could be shown, that for transmission and “overall‐dominance” the 

virus ratio in the upper respiratory tract is relevant. For the clinical outcome, however, the 
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viral loads and induced cellular reactions in lower respiratory tract tissue seem to be critical, 

as one hamster, although S‐614G was dominant in the upper respiratory tract, and dominantly 

transmitted, died due to large loads of Alpha in the lungs (see publication IV).      

With this approach, limitations of in‐vitro – only testing and characterization of SARS‐CoV‐2 

variants become apparent. As demonstrated here, reliable modeling of variant fitness, can be 

achieved with a broad range of competitive transmission studies in multiple animal models 

only. Here, also high permissiveness for SARS‐CoV‐2 of the used species comes into account 

but also their individually varying susceptibility. Syrian hamsters are e.g. suitable to carve out 

major fitness advantages of one SARS‐CoV‐2 variant over another only. They might somewhat 

act like human “super‐spreaders”, which replicate SARS‐CoV‐2 to very high titers, and spread 

it very efficiently. They also act as a model for severe human disease with a quite high rate of 

animals showing severe disease progression or even fatalities (Francis et al., 2021). Ferrets, 

and also hACE2 expressing mice, however, seem to be a little more delicate when choosing 

between two variants, as they can bring out fitness advantages of two variants that are less 

drastic and that cannot be differentiated with the Syrian hamster model. Coming back to these 

bottleneck‐models  seems  necessary,  if  a  more  balanced  fitness  of  two  variants  can  be 

observed in the hamster model.  

Single virus infections in animals, or approaches without contact animals, do not manage to 

underline  the  full  range  of  variant’s  fitness,  as  only  single  aspects  can  be  illuminated 

(Mohandas et al., 2021, Abdelnabi et al., 2021). However, there is a possibility that this set of 

animal models might not be final and best‐fitting, since with ongoing evolution of SARS‐CoV‐

2  in humans, an  increasing adaptation to “human conditions” must be expected. A second 

aspect is that data on dual co‐infections of SARS‐CoV‐2 variants in humans is still limited and 

their frequency might be overestimated (Zhou et al., 2021a, Liu et al., 2021b, Lythgoe et al., 

2021, Valesano et al., 2021). Hence, the chosen approaches might be a little bit artificial in this 

respect – although modulation of SARS‐CoV‐2 variant’s dominance was successful this far, and 

other international groups have adopted this approach (Port et al., 2021, Mok et al., 2021). 

Both,  the  growing  adaptation  to  humans  and  the  picayune  artificial  character  of  the 

experiments, might also explain some unanticipated results, as equal fitness of the initial S‐

614G strain and the Alpha VOC in hamsters (see publication IV).             
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Regardless, with a balanced combination of these complementary models up the sleeves of 

SARS‐CoV‐2  research,  a  valuable  and  reliable  tool  for  variant  characterization  and  fitness 

modeling has been established. This is surely boosting the understanding and risk‐analyses of 

emerging variants, in parallel, or even ahead of their global spread, which ultimately supports 

disease‐preparedness.  

 

Objective III: Developing a challenge‐trial in highly SARS‐CoV‐2 susceptible animals for safety 

and efficacy testing of promising vaccine‐precursors.  → Publication V 

Despite unprecedented effort in COVID‐19 control, SARS‐CoV‐2 has spread globally, scotching 

all international pushes (Dong et al., 2020a, WHO, 2021a). Only a potent COVID‐19 vaccine is 

considered to noteworthy breach the pandemic and allow societies to catch up with the virus 

(Harris et al., 2021, Shah et al., 2021, Rossman et al., 2021, Victora et al., 2021, Gavin and 

Dabrera, 2021).  

While  advantages  of  a  COVID‐19  vaccine  are  indisputable,  licensing  of  a  vaccine  is  rightly 

associated to grand and strict  requirements, which have to be met by a vaccine candidate 

(Wagner et al., 2021, Baylor and Marshall, 2013). This includes safety of the vaccine in the first 

place: vaccine‐related, severe side‐effects must be excluded. Secondly vaccine efficacy must 

be experimentally confirmed. Criteria for effectiveness of a vaccine reach from reducing the 

amount of shed pathogen, to shortening the shedding interval, to reducing disease severity in 

vaccinated  individuals,  or  even  preventing  clinical  disease,  just  to  a  sterile  immunity,  that 

prevents  either  infection  itself,  limits  pathogen  replication  to  its  entry  site,  or  inhibits 

transmission  of  the  pathogen  to  another  susceptible  individual  (Hodgson  et  al.,  2021). 

Naturally these first safety and efficacy testings need to be performed in animal models (FDA, 

2021). Animals accounting for such vaccine testing, need to show a high permissiveness for 

SARS‐CoV‐2 infection on one hand; on the other hand, infection in these animals should be 

well characterized.  

Under  these  preconditions,  transgenic  K18‐hACE2  mice  were  chosen  to  test  different 

precursor mRNA vaccine candidates (Gan et al., 2021, Lee et al., 2021). Not only because these 

mice show a very high susceptibility towards SARS‐CoV‐2  infection with well characterized, 

lethal disease outcome, but also because they are an easy‐to‐handle animal model, which can 
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be analyzed in large numbers. Additionally, K18‐hACE2 mice develop very severe clinical signs 

upon SARS‐CoV‐2 infection, facilitating clinical evaluation using a pre‐defined scoring system, 

including e.g. documentation of body weight changes (Winkler et al., 2020, Yinda et al., 2021, 

Sun et al., 2020b). However, the clinical signs and the disease outcome are also driven by the 

artificial  infection,  and  a  strong  cytokine  response  in  the  brain  of  these mice,  which  is  a 

consequence of the over‐expression of the hACE2‐receptor (Carossino et al., 2021, Chen et 

al., 2020, Oladunni et al., 2020, Kumari et al., 2021). 

Two vaccine preparations in different concentrations were tested for their safety and efficacy 

in transgenic  immunized K18‐hACE2 mice  in comparison to non‐vaccinated control animals 

and a vaccine consisting of inactivated virions. The animals were vaccinated in a prime‐boost 

regime with 28 days between the vaccinations, followed by challenge on day 59 with either a 

reference SARS‐CoV‐2  isolate or VOC Beta. The deployed challenge dose was chosen quite 

high, to firstly guarantee for infection and secondly kill unprotected, naïve mice after such a 

challenge infection. 

With  this  approach,  clinical  evaluation  of  the  vaccinated,  and  challenged  mice  becomes 

possible and could be demonstrated in the presented study. Vaccine‐related side effects were 

not evident, and clinical signs of SARS‐CoV‐2 infection were not observed in vaccinated mice 

post‐challenge.  All  vaccinated  mice  had  a  10‐day  survival  of  100%  following  challenge 

infection.  Furthermore,  serologic  responses  of  vaccinated  and  challenged  mice  were 

evaluated  by  collecting  a  small  blood  sample  from  the  animals,  which  showed,  that  each 

vaccinated  mouse  developed  detectable  anti‐SARS‐CoV‐2  serum  antibody  titers  before 

challenge infection (see publication V). 

To gain evidence on the efficacy of the tested vaccine, not only clinical features, but also viral 

shedding was evaluated by a regular swabbing routine. Additionally, viral loads in organs of 

sacrificed animals were determined. Comparing these findings between vaccinated and non‐

vaccinated animals allowed conclusions on how reliably a vaccine can prevent infection and 

transmission, but also systemic dissemination of a pathogen. Here,  it was shown, that viral 

shedding could not be detected by oral swabbing, which hints at sterile immunity. However, 

in some organ samples residual viral RNA was found at very low levels. To test for the presence 

of replicating virus, these samples were retested, to detect subgenomic RNA. Since in most 

samples subgenomic RNA was not present, it can be assumed, that replication either did not 
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occur in these tissues, or only at a very basal level (Wong et al., 2021). Anyway, this falsifies 

the  initial assumption,  that vaccination  led  to a complete sterile  immunity – anyhow virus 

shedding was suppressed.  

Furthermore, vaccine efficacy was compared to sham‐vaccinated animals, to guarantee for 

the  virulence  of  the  challenge  virus,  and  animals,  which  had  received  a  non‐commercial, 

formaldehyde inactivated whole virus preparation to ensure that the observed effects can be 

led back to vaccination with the candidate mRNA vaccines. Interestingly, sham vaccinated and 

Beta‐challenged mice developed a slower disease progression and challenge infection was less 

lethal on a group level, than for the respective mice, which were challenged with the reference 

SARS‐CoV‐2 isolate (see Publication V). 

With the presented vaccination‐challenge k18‐ACE2 mouse model, safety and efficacy, also 

regarding  development  of  a  sterile  immune  response,  of  promising  COVID‐19  vaccine 

candidates can be reliably tested in a standardized, highly permissive, easy‐to‐handle animal 

model,  before  starting  clinical  studies  in  humans.  The  possibility  to  test  vaccines  against 

emerging SARS‐CoV‐2 variants adds further importance to this animal model (Abdool Karim 

and de Oliveira, 2021). However, it has to be mentioned that this highly valuable mouse model 

is very reactive and very high antibody titers can be observed following double immunization. 

Therefore, the dosages should be adapted as  it was also done in other SARS‐CoV‐2‐studies 

with transgenic mice (Liu et al., 2021a). 

 

Concluding remarks  

Animal models are of high importance and relevance in zoonoses research. The same holds 

true also for the COVID‐19 pandemic, and animal models are crucial at different stages of the 

pandemic. Initially, the susceptibility of different species for SARS‐CoV‐2 is a topic of interest. 

Concomitant with these first steps, SARS‐CoV‐2 infection is characterized in animal models, 

and  the  field  is  extended  to  characterization  of  SARS‐CoV‐2  variants.  Ultimately,  animal 

models are needed to test specific immunoprophylactic and antiviral strategies, and therapies 

against  SARS‐CoV‐2.  The  different  animal models  and  approaches  presented  in  this  thesis 

support research progression with a comprehensive contribution employable at any stage of 

the pandemic. 
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CHAPTER V: SUMMARY 
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VI. SUMMARY 
 

High  consequence  severe  acute  respiratory  syndrome  coronavirus  2  (SARS‐CoV‐2)  is  the 

youngest  among  known  human  coronaviruses.  SARS‐CoV‐2  may  cause  severe  disease  in 

humans  (COVID‐19)  and  has  affected  every‐day  life  in  an  unprecedented  manner.  Total 

number of cases and fatalities have reached an inconceivable level within only two years after 

the  index case and are still  increasing. The zoonotic SARS‐CoV‐2 has emerged  in an animal 

reservoir and was transmitted to humans, triggering a pandemic wave. Besides humans, also 

some animal species have shown very high susceptibility towards infection with SARS‐CoV‐2, 

which  can  also  lead  to  severe  clinics  in  these  species.  Another  major  factor  in  COVID‐19 

pandemic  is  the continuing evolution of the virus and the ongoing emergence of new viral 

variants.  The  first  year  of  the  pandemic  with  its  undamped  SARS‐CoV‐2  spread  has 

accentuated  the  importance  for  countermeasures  to  temper  further  dissemination  and 

protect humans – most ideally with potent vaccines. Additionally, an improved understanding 

of SARS‐CoV‐2 biology, evolution, and emergence will be eminent  to substantiate efficient 

control of COVID‐19. Animal models are a substantial cornerstone on which research efforts 

are based. They are unexcelled to modulate pathogenesis and epidemiology of SARS‐CoV‐2 in 

a  true‐to‐life  approach.  This  cumulative  thesis  introduces,  establishes,  discusses,  and 

synergizes  three  experimental  settings  in  different  animal models,  to  substantially  add  to 

knowledge  in  indexing  animals’  susceptibility  for  SARS‐CoV‐2,  characterizing  SARS‐CoV‐2 

variants of concern, and testing vaccine‐candidates.  

Species  susceptibility  towards  infection  with  SARS‐CoV‐2  was  tested  in  an  experimental 

transmission  study, with directly  inoculated donor animals.  To  test  for  transmission,  virus‐

naïve contact animals were co‐housed one day post  inoculation.  Subsequently, all  animals 

were  checked  for  clinical  signs  and  relevant  clinical  specimen  were  collected.  With  this 

approach, SARS‐CoV‐2 infection in cattle and bank voles was tested. Both species revealed a 

very low susceptibility for this pathogen and transmission to in‐contact conspecifics was not 

observed albeit bank voles’ susceptibility is considered marginally higher than that of cattle.  

In  further  studies,  the  fitness  of  virus  variants,  defined  by  replication  efficiency  and 

transmissibility,  was  characterized.  In  a  competitive  transmission  experiment,  one  donor 

animal was experimentally co‐inoculated with two variants simultaneously; thereupon each 
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donor was cohoused with a naïve transmission animal; for some variants, also second cycle 

transmission  to  another  direct  contact  animal was  investigated.  Ferrets,  transgenic  hACE2 

mice,  and  Syrian  hamsters  were  used  in  the  different  experiments.  With  these  models, 

dominance  of  the  S‐614G  or  the  Alpha  variant  over  precursor  virus  S‐D614  and  the  Beta 

variant could be demonstrated.  

Finally, the safety and efficacy of SARS‐CoV‐2 mRNA‐vaccines were tested in an immunization‐

challenge  trial. Groups of K18‐hACE2 mice were challenged with  two different SARS‐CoV‐2 

variants after a prime‐boost vaccination regime. With this model, a suitable approach to test 

vaccine safety and efficacy in a highly susceptible animal model was established; furthermore, 

the vaccine candidate itself was successfully tested, and the virulence of the different SARS‐

CoV‐2 variants, which were used for challenge, could be evaluated. 

Challenges in SARS‐CoV‐2 / COVID‐19 pandemic are manifold. With the presented bundle of 

animal models for SARS‐CoV‐2 research, however, a profound base for the future, when we 

will need to cope with this pathogen, is set. Further questions will arise addressing reservoir 

species and the susceptibility of animals towards new SARS‐CoV‐2 variants, but also the risk‐

potential  of  further  emerging  variants.  These  experimental  approaches  can  then  easily  be 

adapted to modified conditions and problems. When, hopefully, the quest for potent vaccines 

will  even  speed  up  and  also  new  approaches  and  strategies  for  vaccination  are  pursued, 

reliable immunization‐challenge models as presented in this study are of utmost importance. 

With  these  promising  experimental  approaches,  mankind  is  forearmed  to  pit  against  the 

forces of SARS‐CoV‐2.

 

1. ZUSAMMENFASSUNG 
Das  severe  acute  respiratory  syndrome  coronavirus  2,  SARS‐CoV‐2  (schweres,  akutes, 

respiratorisches Syndrom Coronavirus 2) ist der jüngste Vertreter der bekannten Coronaviren 

des Menschen  und  Auslöser  der  coronavirus  disease‐19,  COVID‐19  (Coronavirus  Krankheit 

2019). SARS‐CoV‐2 kann bei Infizierten schwerwiegende Erkrankungen auslösen und hat das 

gesellschaftliche  Leben  in  bis  dato  unbegreiflichem  Ausmaß  gewandelt.  Die  noch  immer 

steigenden Erkrankungs‐ und Todeszahlen haben in den lediglich zwei Jahren nach Diagnose 

des ersten Indexfalles unvorstellbare Höhen erreicht. Als zoonotisches Virus entstand SARS‐

CoV‐2 ursprünglich in einem Tierwirt,  ist dann auf den Menschen übergesprungen, und hat 
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damit die Pandemie ins Rollen gebracht. Außer dem Menschen zeigen auch einige Tierarten 

eine sehr hohe Empfänglichkeit für dieses Virus – teilweise löst es auch bei ihnen sehr schwere 

klinische Verläufe aus. Ein sehr wesentlicher Treiber der Pandemie ist die ständige Evolution 

neuer Virusvarianten. Die ersten Monate der SARS‐CoV‐2 Pandemie haben bewiesen, dass 

sich  das  Virus  fast  ungehindert  verbreiten  kann  und  daher  weitere  Gegenmaßnahmen 

ergriffen werden müssen, um den Menschen zu schützen ‐ im besten Falle durch Impfungen. 

Dennoch  ist  gerade  eine  verbesserte  Kenntnis  der  SARS‐CoV‐2  Virusbiologie  und  seiner 

Entstehung  grundlegend  für  eine  erfolgreiche  Bekämpfung.  Dafür  sind  Tiermodelle  eine 

unersetzliche  Grundlage.  Tierversuche  dienen  in  besonderer  Weise  der  Erforschung  der 

Viruspathogenese und Epidemiologie  in einem Organismus. Diese kumulative Doktorarbeit 

stellt drei unterschiedliche experimentelle Tierversuchsansätze für die SARS‐CoV‐2 Forschung 

vor,  um  einerseits  die  Empfänglichkeit  unterschiedlicher  Tierarten  für  SARS‐CoV‐2  zu 

bestimmen, neue Varianten zu charakterisieren und andererseits ein Tiermodell zur Testung 

von Impfstoffkandidaten zu etablieren.  

Die  Empfänglichkeit  unterschiedlicher  Tierarten  für  SARS‐CoV‐2  wurde  in  einer 

Transmissionsstudie  mit  experimentell  inokulierten  Donortieren  und  virus‐negativen 

Kontakttieren,  auf  die  das  Virus möglicherweise  übertragen  wird  und  die  einen  Tag  nach 

Inokulation zugestallt werden, ermittelt. Alle Tiere wurden regelmäßig klinisch untersucht und 

beprobt. Auf diese Weise wurde die Empfänglichkeit von Rindern und Rötelmäusen getestet. 

Obschon die Empfänglichkeit beider Arten sehr gering bzw. gering war und das Virus nicht auf 

Kontakttiere  übertragen  werden  konnte,  zeigten  Rötelmäuse  eine  etwas  höhere 

Empfänglichkeit als Rinder.  

In  einem weiteren  experimentellen Ansatz wurde die  Fitness  von Virusvarianten,  definiert 

durch replikative Dominanz und präferierte Übertragbarkeit, getestet. Hierfür wurde jeweils 

ein  Donortier  gleichzeitig mit  einem  Gemisch  zweier  Varianten  ko‐inokuliert.  Kontakttiere 

wurden  zugestallt  und  in  einigen  Teilversuchen  auch  ein  zweites  Kontakttier,  um 

Infektionsketten  simulieren  zu  können.  Die  Versuche  an  Frettchen,  transgenen  hACE2‐

Mäusen  und  Goldhamstern  konnten  eine  Dominanz  der  S‐614G  und  der  Alpha  Variante 

gegenüber der Ursprungsvariante S‐D614 und auch der Beta Variante nachweisen.  

Außerdem wurde ein Infektionsmodell an K18‐hACE2 Mäusen etabliert, um die Sicherheit und 

Wirksamkeit  von  SARS‐CoV‐2  mRNA  Impfstoffkandidaten  zu  untersuchen.  Nach  Erst‐  und 
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Zweitimpfung  wurden  die  K18‐ACE2  Mäuse  experimentell  mit  jeweils  einer  von  zwei 

Virusvarianten infiziert. In diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass der Impfstoffkandidat 

sowohl sicher als auch wirksam war. Darüber hinaus konnte die Virulenz der verschiedenen 

verwendeten SARS‐CoV‐2‐Varianten bestimmt werden.  

Die  durch  SARS‐CoV‐2  /  COVID‐19  ausgelösten  Herausforderungen  sind  vielfältig.  Die 

unterschiedlichen  in dieser Arbeit  vorgestellten Tiermodelle  für die  SARS‐CoV‐2  Forschung 

tragen  diesem  Umstand  Rechnung  und  bilden  eine  gute  Grundlage,  um  sich  in  Zukunft 

erfolgreich  mit  dem  Virus  auseinandersetzen  zu  können.  Die  in  dieser  Arbeit  etablierten 

Tiermodelle können ohne Weiteres an zukünftige Fragen nach der Empfänglichkeit und dem 

Gefahrenpotential  weiterer  Varianten  angepasst  werden.  Zusätzlich  ist  ein  zuverlässiges 

Modell zur Impfstofftestung nach dem Muster des hier vorgestellten besonders hilfreich, um 

die  Impfstoffentwicklung  weiter  zu  beschleunigen  und  bei  der  Suche  nach  optimierten 

Vakzinen zu unterstützen. Insbesondere mit diesem vielfältigen wissenschaftlichen Rüstzeug 

wird man den Herausforderungen von SARS‐CoV‐2 begegnen können.   
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VIII. APPENDIX 

1. LIST OF FIGURES 
Figure 1: Virion structure of SARS‐CoV‐2. 

Figure 2: SARS‐CoV‐2 genome organization and annotation of ORFs. 

Figure 3: Illustration of the set of sub‐genomic RNAs in a SARS‐CoV‐2 diagnostic sample and 

their frequency. 

Figure 4: Overview of SARS‐CoV‐2 cellular entry, replication, and egress. 

 

2. LEGAL PERMISSIONS 
Figure 1: Permission for reuse was granted under license no. 5155561007410 from Copyright 

Clearance Center. 

Figure 2: Permission for reuse was granted under license no. 5155830931333 from Copyright 

Clearance Center. 

Figure 3: Reuse is licensed under the Creative Commons Attribution 4.0 International License 

Figure 4: Permission for reuse was granted under license no. 5155561007410 from Copyright 

Clearance Center. 

Review  article:  Permission  for  reuse  by  the  author  was  granted  under  license  no. 

5158610889476 from Copyright Clearance Center. 

Publication  I  &  II:  The  Centers  for  Disease  Control  and  Prevention,  publisher  of  Emerging 

Infectious Diseases,  are  a U.S.  governmental  institution  and  content  are  in  public  domain. 

Reuse does not require permission. 

Publication III: Springer Nature grants permission for reproduction to the author. 

Publication  IV:  Reuse  is  licensed  under  a  Creative  Commons  Attribution  4.0  International 

License ( http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ ).  

Publication  V:  Reuse  is  licensed  under  a  Creative  Commons  Attribution  4.0  International 

License ( http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ ). 
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3. LIST OF ABBREVIATIONS 
 

Abs.       Absatz 

ACE2      angiotensin ‐ converting enzyme 2  

BCoV      bovine coronavirus 

CoV      coronavirus 

COVID‐19    coronavirus disease‐2019 

COX‐2      cyclooxygenase‐2 

cq      quantification cycle 

CT      computed tomography 

D      aspartic acid 

DMV      double membrane vesicle 

doi      digital object identifier 

E      envelope protein 

ECMO      extracorporeal membrane oxygenation 

e.g.      exempli gratia 

ERGIC      ER‐Golgi intermediate compartment 

et al.      et alii / et aliae 

FAO      Food and Agriculture Organization of the United Nations 

G      glycine 

HCoV      human coronavirus       

ICTV      International Committee on Taxonomy of Viruses 

K18      keratin 18 promoter 

kb      kilobase 

M      membrane glycoprotein 

MERS‐CoV    Middle East respiratory syndrome–related coronavirus 

N      nucleocapsid protein 

nsp      non‐structural protein 

NTD      N‐terminal domain 

OIE      Office international des epizooties 

ORF      open reading frame 

pH      potential hydrogenii 
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pp      polyprotein 

RBD      receptor binding domain 

(r)ER      (rough) endoplasmic reticulum 

(m)RNA    (messenger) ribonucleic acid 

RTC      replication–transcription complex 

S      spike protein 

S1      spike protein subunit 1 

S2      spike protein subunit 2 

SARS‐CoV    Severe acute respiratory syndrome coronavirus 

SARS‐CoV‐2    severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 

TMPRSS2    transmembrane protease serine subtype 2 

UTR      untranslated region 

VOC      variant of concern  

VOI      variant of interest 

WHO      World Health Organization 
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