Aus dem Robert Koch-Institut tber das Institut fur Virologie
des Fachbereichs Veterinarmedizin

der Freien Universitat Berlin

Diversitat und Evolution
von Adenoviren bei Primaten in
Subsahara-Afrika

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Veterinarmedizin

an der Freien Universitat Berlin

vorgelegt von
Eileen Hoppe

Tierarztin aus Berlin

Berlin 2016

Journal-Nr.: 3888



Gedruckt mit Genehmigung
des Fachbereichs Veterindrmedizin

der Freien Universitat Berlin

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Jirgen Zentek
Erster Gutachter: PD Dr. Kerstin Borchers
Zweiter Gutachter: Prof. Dr. Annette Mankertz
Dritter Gutachter: Prof. Dr. Peter-Henning Clausen

Deskriptoren (nach CAB-Thesaurus):
Adenoviridae, primates, zoonoses, phylogeny, evolution, recombination,

polymerase chain reaction, wild animals, Africa South of Sahara

Tag der Promotion: 20.10.2016



Fur Mama






INHALTSVERZEICHNIS

| Verzeichnis der ADKUIZUNGEN ..........ccoieeiiiiiiiemiieceiciieeressresesees e esreessessssssssssssssssnssssnssnnnnnnns ]l
Il Verzeichnis der AbbildunNgen.........cceeii s s r e e nm e s e e \%
lll Verzeichnis der Tabellen ... Vi
I =31 41 (=1 £ g ' OSSO 1
B 4 = L= =1 {1 ] 3 T OO 3
3 SCRFIFtUM .. ————————— 8

3.1 ADENOVITEN ..ttt e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e 8

3.1.1 Charakteristikat0o0o000g00a0000000000000600000000000000000000000000000900040000000009000000000000000000400000000000000000000
3.1.2 Aufbau des Virionst006000069800060060608000000890600000690000000000080006004900008000000090000000090000000090009000090000 v
3.1.3 Genomorganisation $80a000680800008898000608980800000898000000090080000089009000000048900000004800000000000000009%0 VD
3.1.4 Zellinfektion 100600000006000000006000000000060000000069000000040000000000000400000000096000000000900000004000000004000000006000 T
3.1.5 Phylogenie der Adenoviren 600tt60606000608000006906000000060000000049000000000000000000000000000000000000000900 T
3.1.6 Rekombination?feitsos0a00ea000006000a0000008080000080000000000008000000000090000000000000000080000000000000000000000 H1
3.1.7 Humane Adenoviren und assoziierte Erkrankungen 00000800000000009000006006000000000000600600 HM
3.1.8 Simiane Adenoviren 06600068000600606089000680008000069000000000008000000490600080000080000000008000000000000000090000 HI
B 04 o o T 1= =T o USSP 26
3.2.1 Die Bedeutung von Zoonosen 060060000000000000000800000000000000000000000000000000000080000000000000000000000000000 HC
3.2.2 Zoonotisches Potential von Erregern aus Menschenaffen 000000000000000000000000090000000060 HT

3.2.3 Zoonotisches Potential von Adenoviren 0600000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 HT



O W] o 1= 1 A oY 2 1= 31

g U o] 1 =1 1o o I PP 31
4.2 PUDIKAtION 2.ttt ettt e e et e e e e e nnea e 65
O DISKUSSION......ceiiiiiiittirir i e s s e s n e n R e an e 75
5. HAAV-PrAVAIENZ ...ttt e e e 75
5.2. Genetische Diversitat und Wirtspezifitat...........ccoooiiiiiiiii e 76
5.3. Spezieslbergreifende UbertragUngen ..............cccoeoveueiueeueeeeeeeeeeeeee e, 77
5.4. Rekombinationspotential ... 78
5.5. Schlussfolgerung und AUSDIICK ..........oooiuiiiiiiiie e 80
6 ZUSaMMENFASSUNG.....ciiiiiiiiuerrrrr i ss s r e e s e e annnn e e e e e e e e nnns 82
4= 1V T 1410 =T 2 84
8 LiteraturverzeiChnis ... 86
9 Publikationsverzeichnis ... ———— 99
I T €= Ve 11Ty T 102
11 Selbststandigkeitserklarung ... —— 103

L



| VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN

A Adenin

AdV Adenovirus

BaAdV Baboon adenovirus

BF Bayes Factor

BMCMC Bayesian Monte Carlo Markov Chain

bp Basenpaare

C Cytosin

CAR Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor

DNA Desoxyribonukleins® ure

DPOL DNA-Polymerase

Fig. Figure (Figur)

G Guanin

GMYC Generalized Mixed Yule Coalescent

HAdV Humanes Adenovirus

HIV Humane Immundefizienz-Virus

ICTV International Committee on Taxonomy of Viruses
ITR Inverted Terminal Repeat

IUCN International Union for Conservation of Nature
kbp Kilobasenpaare

LD-PCR Long-distance PCR

Mio. J. Millionen Jahre

LLL



ML Maximum likelihood

mVISTA MontaVista Software

NCBI National Center for Biotechnology Information
NHP nichthumane Primaten

nm Nanometer

NPC nuclear pore complex

NWM New world monkey

OoTU operational taxonomic unit

OWM Old world monkey

PCR Polymerase-Kettenreaktion

rRNA ribosomale Ribonukleins? ure

SAdV Simianes Adenovirus

SIvV Simiane Immundefizienz-Virus

SIVcpz Simiane Immundefizienz-Virus (vom Schimpansen)
SIVgor Simiane Immundefizienz-Virus (vom Gorilla)
T Thymin

TMAdV Titi monkey adenovirus

usw. und so weiter

WHO Weltgesundheitsorganisation



Il VERZEICHNIS DER ABBILDUNGEN

1 Probenherkunft

2 PCR Strategie allgemein

3 PCR Strategie detailliert

4 AdV-Genomorganisation

5 Genomorganisation eines HAdV-B

6 Phylogenie der AdVs von Primaten

7 Phylogenetische Analyse von Hexonsequenzen unterschiedlicher PCRs

I+



1l VERZEICHNIS DER TABELLEN

1 Proben¢bersicht

2 Taxonomie der AdV Gattungen und Spezies



1 EINLEITUNG

Die Gesundheit von Menschen und Tieren ist untrennbar verkn¢pft. Krankheitserreger, die
zwischen Tieren und Menschen ¢ bertragen werden, spielen eine groCe Rolle fir die ° ffentliche
Gesundheit (Taylor, Latham et al. 2001). Rund 75% der neu auftretenden
Infektionskrankheiten (EIDs) sind Zoonosen (Gebreyes, Dupouy-Camet et al. 2014). Die
Mehrzahl aller Zoonoseerreger entstammt der Wildnis (Jones, Patel et al. 2008). Insbesondere
Infektionserreger, die von nicht-humanen Primaten (NHPs) im tropischen Afrika auf den
Menschen ¢bertragen werden, sind von groCer klinischer und wissenschaftlicher Bedeutung
(Parrish, Holmes et al. 2008, Pedersen und Davies 2009). Minimale genetische Unterschiede
untereinander und 2hnliche physiologische Voraussetzungen legen nahe, dass sich
Menschen und nicht-humane Primaten ein Erregerspektrum teilen. Ebola, Anthrax, HIV und
Malaria sind Beispiele f¢r verheerende Infektionskrankheiten, die von nicht-humanen Primaten
auf Menschen ¢bertragen werden k° nnen (Calvignac-Spencer, Leendertz et al. 2012).

Adenoviren (AdVs) sind unbeh¢llte ikosaedrische Viren mit doppelstr2 ngigem DNA-
Genom (Davison, Benk® et al. 2003). Sie infizieren eine Vielzahl an Wirbeltieren, darunter
Menschen und NHP. In der allgemeinen Bev°lkerung sind sie endemisch. F¢r
immunkompetente Personen ist der GroCteil der AdVs jedoch nicht pathogen. Bei
immunsupprimierten Personen verursachen AdV-Infektionen vor allem Erkrankungen des
Gastrointestinaltraktes, des Respirationstraktes sowie der Augen (Schmitz, Wigand et al.
1983, Davison, Benk® et al. 2003, Lion 2014).

Wie f¢r die meisten Viren wird auch f¢r AdVs generell eine koevolution? re Entwicklung
mit dem Wirt angenommen (Harrach und Benk® 2007, Roy, Vandenberghe et al. 2009,
Wevers, Metzger et al. 2011). Der evolution®re Ursprung vieler humaner AdV (HAdV) wurde
bisher jedoch noch nicht vollst® ndig entschi¢sselt. Die Tatsache, dass den taxonomischen
Spezies Humanes Mastadenovirus A - F nicht nur HAdV sondern auch solche von NHPs
angeh®ren, ist als Hinweis darauf zu werten, dass einige HAdV ihren Ursprung in nicht-
humanen Primaten haben k° nnten.

Zoonotische jbertragungen von AdVs wurden schon fér verschiedene Affenarten
beobachtet (Chen, Yagi et al. 2011, Chiu, Yagi et al. 2013), wobei die §bertragungen hier
wahrscheinlich durch engen Kontakt von Pfleger und Affe in Zoologischen G2rten begg¢nstigt
wurden. Angesichts ¢berlappender Lebensr2ume von NHPs und Menschen in einigen
afrikanischen Gebieten sowie durch Jagd, Zubereitung und Verzehr von ABushmeatii kommen
Menschen in intensiven Kontakt mit Gewebe und K°rpersekreten sowie -exkreten von NHP
(Sharp und Hahn 2011). Daraus ergibt sich die Notwendigkeit der umfassenden Erforschung
mP glicher statt gefundener zoonotischer j bertragungen, die ihren Ursprung in wildlebenden
NHPs haben.

Studien auf Grundlage von menschlichen Stuhlproben und von solchen fast
ausschlieClich in Menschenhand gehaltenen NHP zeigten auf, dass AdV-Infektionen relativ
h2 ufig bei NHP auftreten (Roy, Vandenberghe et al. 2009, Wevers, Leendertz et al. 2010,
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Wevers, Metzger et al. 2011, Duncan, Cranfield et al. 2013, Seimon, Olson et al. 2015). ; ber
AdV-Infektionen bei wildlebenden NHPs im tropischen Afrika gibt es jedoch nur wenige Daten.

Bei der Entstehung neuer AdV-Typen mit zoonotischen Potenzial kann Genaustausch
durch Rekombination eine wesentliche Rolle spielen. Die hierbei neu entstehenden Viren
k°nnen sich hinsichtlich des Wirtsspektrums und der Pathogenit*t vom Ausgangsvirus
unterscheiden. Die Rekombinationsf? higkeit von AdVs bekam eine zunehmende Gewichtung
durch die Entdeckung hochpathogener AdV-Rekombinanten der Spezies Humanes
Mastadenovirus D beim Menschen (Walsh, Chintakuntlawar et al. 2009, Walsh, Seto et al.
2010, Robinson, Seto et al. 2011). Rekombinationen zwischen AdVs der gleichen Wirtsspezies
sind ein bei HAdVs gut untersuchtes Ph2nomen. Vereinzelt wurde aber auch ¢ber
Rekombinationen bei AdVs berichtet, die von verschiedenen Wirten stammen (Lukashev,
Ivanova et al. 2008). Es mangelt allerdings an Informationen ¢ber Rekombinationsereignisse
bei HAdVs von wildlebenden Primaten. Diese k°nnten eine Rolle bei der Entstehung
pathogener Zoonoseerreger spielen. ldealtypisch wird dies an AdV-Komplettgenomen
untersucht. Alle bisher verfsgbaren AdV-Komplettgenome aus Gorillas, Schimpansen und
Bonobos stammen allerdings aus amerikanischen Zoos (Roy, Vandenberghe et al. 2009).
Vollst? ndige Genome von AdV wildlebender NHPs wurden bisher nicht publiziert.



2 ZIELSETZUNG

Es ist bekannt, dass sowohl Menschen als auch NHP AdVs h2ufig mit ihrem Stuhl
ausscheiden. Ein Stuhl-Screening ist bei Menschen eine rationale Methode zur Pr2 vention und
Fr¢hdiagnostik von AdV-Infektionen (Lion, Kosulin et al. 2010, Ganzenmueller und Heim
2012). AdVs werden im Stuhl noch lange Perioden nach Ausbruch einer akuten Infektion
ausgeschieden, daher wird von persistierenden Infektionen ausgegangen (Durepaire 1997).
In einer k¢ rzlich stattgefundenen Studie wurde die AdV-Pr2 valenz in verschiedenen Geweben,
Blut und Kot von wilden und in Gefangenschaft lebenden NHPs untersucht, wobei sich F2 zes
als bestgeeignete Quelle fir den AdV-Nachweis durch PCR und Sequenzierung erwies
(Wevers, Metzger et al. 2011).

Schimpansen, Bonobos und Gorillas sind dem Menschen genetisch am n2chsten
verwandt. Da sich folglich auch ihr Erregerspektrum 2 hnelt, sind NHPs von gr° Cter Bedeutung
f¢r die Erforschung des zoonotischen Potentials von AdVs.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten insgesamt 860 F2 zesproben von Menschen, Bonobos
und verschiedenen Gorilla- und Schimpansenspezies auf die Pr2senz von AdVs untersucht
werden. Die Proben stammen aus verschiedenen Teilen des tropischen Afrika (siehe Tabelle
1 und Abbildung 1). Alle Humanproben stammen aus Gebieten, in denen sich Menschen und
NHPs einen Lebensraum zumindest teilweise teilen (diese Gebiete sind mit der gestrichelten
Linie in der Abbildung 1 markiert). Dadurch sind diese Areale m°gliche AHotspotsii fir
zoonotische §bertragungen. AuCerdem sind zwei Gebiete beprobt worden, in denen
Schimpansen und Gorillas gemeinsame Lebensr? ume haben.
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Nigeria

Céte d'lvoire

43! Central African Republic

Democratic Republic
of the Congo

& Berggorilla (Gorilla beringei beringei)
Ostlicher Flachlandgorilla (Gorilla beringei graueri)

_& Westlicher Flachlandgorilla (Gorilla gorilla gorilla)

{1 Cross-River Gorilla (Gorilla gorilla diehli)

,ﬁ Ostafrikanischer Schimpanse (Pan troglodytes schweinfurthii)

1\ Zentralafrikanischer Schimpanse (Pan troglodytes troglodytes) National Park

A Westafrikanischer Schimpanse (Pan troglodytes versus) iiberlappende Lebensraume von
A Bonobo (Pan paniscus) Menschen und Gorillas und/oder
t Mensch (Homo sapiens) Schimpansen oder Bonobos

Abbildung 1 Probenherkunft
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Tabelle 1 Proben¢bersicht

Land Ort Spezies Probenanzahl
Gabun Loango National Park Pan troglodytes troglodytes 62
Gorilla gorilla gorilla 80
Elfenbeink¢ste Tay National Park Pan troglodytes versus 41
Homo sapiens 100
Uganda Budongo Forest Reserve Pan troglodytes schweinfurthii 31
Bwindi Impenetrable National Park Gorilla beringei beringei 50
Homo sapiens 69
Zentralafrikanische Republik  Dzanga-Sangha Forest Reserve Pan troglodytes troglodytes 12
Gorilla gorilla gorilla 50
Homo sapiens 18
Nigeria Grenzregion Gorilla gorilla diehli 58
Kamerun
Demokratische Republik +lidy3l- bl'[]}\Z)/I'f thin Gorilla beringei beringei 50
Kongo = A p . L .
9 YI-Kdgin . AS3I- bl-ii2y1£ tHIl Gorilla beringei graueri 50
[dizY2iI4S Pan paniscus 84
Homos sapiens 105

Anhand dieser Probenkollektion sollte ein umfassender § berblick ¢ber AdV-Typen und deren
Ha ufigkeit bei Menschen, Gorillas, Schimpansen und Bonobos in den verschiedenen Gebieten
des tropischen Afrika erhalten werden.

Zur Bestimmung der Pr2valenz sollten verschiedene PCR-Verfahren etabliert und
eingesetzt werden (Abbildung 2). Es sollte zun@chst eine generische PCR auf der Basis des
DNA Polymerase-Gens (DPOL PCR) durchgeféhrt werden, die Vertreter aller zu den
taxonomischen Spezies Humanes Mastadenovirus A - G (HAdV-AT HAdV-G) geh®rigen AdVs
detektieren kann. Weiterhin sollten verschiedene spezifische PCR Systeme auf der Basis des
Hexon-Gens (HEXON PCR) entwickelt und angewendet werden, die nur Sequenzen von
Vertretern bestimmter HAdV-Spezies (HAdV-B, -E oder i D) amplifizieren.
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generische | Spezifische
DPOL PCR  HEXON PCR

|
| 1 1

HAdV-B HADV-E HAdV-D
spezifisch | spezifisch :speziﬁsch

Abbildung 2 PCR-Strategie allgemein

DNA polymerase pVil v pXpVI HEXON
E1A E18 _u__(j VA2 e _ L2 L3 E2A L4 | B8 UlLs E4
Il LAY
DPOL PCR LD PCR
HEXON
— N N

Loop 1 Loop 2

HEXON PCR

Abbildung 3 PCR-Strategie detailliert

Die dunkelblauen Linien stellen jeweils 5kb eines HAdV-Genoms dar. Die rosa Rechtecke unterhalb der
dunkelblauen Linie kennzeichnen die Transkripte eines HAdVs, w2hrend die hellrosa Rechtecke
oberhalb der dunkelblauen Linie einige f¢r diese Arbeit wichtige Gene darstellen. Die verschiedenen
PCR-Systeme umfassen jeweils komplette Genebereiche oder nur kleine Genfragmente (gestreifte
Rechtecke). Die Hexon-PCR amplifiziert beispielsweise einen kurzen Genbereich stromabw?rts der

hypervariablen Loops 1 und 2.

Mit den erhaltenen Sequenzen sollten auf der Basis bioinformatischer Analysen
(I) Pravalenzen bestimmt, (lI) die Evolution von AdVs bei Menschen und Menschenaffen
reevaluiert und (l1) nach Hinweisen auf zoonotische j bertragungen gesucht werden.

Zur Aufdeckung von Rekombinationsereignissen sollten AdV-Teil- oder Komplett-
Genome mittels Long-Distance PCR (LD PCR) amplifiziert und komplett sequenziert werden.
Zudem sollten Teilgenome, die sich ¢ber mehrere Gene erstrecken, in der phylogenetischen
Analyse mit anschlieCender molekularer Datierung und Rekonstruktion der Ursprungswirte
zur Aufkl® rung der evolution? ren Entwicklung verschiedener HAdV-Spezies beitragen.
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Zusammenfassend sollten folgende Ziele in der vorliegenden Arbeit erreicht werden:

0]

(In
(1)
(V)

Bestimmung der Pr2valenz von AdV-Infektionen bei Menschen sowie NHP im
tropischen Afrika

Re-Evaluation der Evolution von HAdV bei Menschen und Menschenaffen

Suche nach Hinweisen f¢r zoonotische § bertragungen

Erfassung von Rekombinationsereignissen bei HAdV von wildlebenden
Menschenaffen, vorzugsweise durch Amplifikation und Sequenzierung von
Komplettgenomen



3 SCHRIFTTUM

3.1 ADENOVIREN

3.1.1 Charakteristika

AdVs sind unbehglite Viren mit einem doppelstr2ngigen, linearen DNA-Genom von
26 7 45 Kbp. Ihr Kapsid besteht aus 252 Kapsomeren, die wiederum in ikosaedrischer
Symmetrie angeordnet sind. Das Kapsid ist nicht beh¢llit (Davison, Benk® et al. 2003). Die
AdV-Replikation findet im Zellkern statt. In der Zellkultur findet man eine traubenartige
Aggregation der Viren vor und die Zytopathogenit?t ist durch abgerundete infizierte Zellen
gekennzeichnet (Cabasso und Wilner 1969).

Die Familie der Adenoviridae ist in f¢nf Genera eingeteilt: Mastadenovirus,
Aviadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus, Ichtadenovirus. Die humanen und simianen
Adenoviren sind dem Genus Mastadenovirus zuzuordnen (siehe Tabelle 2). Die humanen
Adenoviren wiederum sind in sieben Spezies unterteilt, Humanes Adenovirus A-G (HAdV-A-
HAdV-G) (Davison, Benk® et al. 2003), zu denen mittlerweile auch diverse NHP-AdV
zugeordnet sind (ICTV 9. Report; Tab. 2).

F¢r die ldentifikation und genetische Charakterisierung von AdVs ist die Polymerase
Kettenreaktion (PCR), in Kombination mit anschlieCender Sequenzierung, Methode der
Wahl. Die Isolation von Viruspartikeln erfolgt mittels Anzucht in Zellkultur (Harrach, BenkR et
al. 2011).

AdVs spielen schon lange eine bedeutende Rolle in der Infektionsbiologie. Sie werden
h2 ufig als Modellorganismus in die Erforschung der molekularen Biologie von Viren aufgrund
ihres ausgedehnten Tropismus und der guten Handhabbarkeit einbezogen. Beispiele dafér
sind die aktuellen Erkenntnisse zum SpleiCen (Engl: splicing) und zu Mechanismen der
viralen Onkogenese. Der Prozess des SpleiCens wurde erstmals in humanen AdVs w2 hrend
elektronenmikroskopischen Untersuchungen entdeckt (Berget, Moore et al. 1977, Chow,
Gelinas et al. 1977). Das SpleiCen ist an der Genexpression bei den meisten humanen AdVs
beteiligt (Akusj2 rvi 1986).
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Tabelle 2. Taxonomie aller derzeit anerkannten AdV Gattungen und Spezies nach ICTV
(Harrach, Benk® et al. 2011), aktualisiert im Februar 2013, sowie assoziierte bekannte
Erkrankungen

Genus Spezies Serotypen Wirt Klinische Relevanz

Mastadenovirus Human Adenovirus A HAdV-12 Mensch Gastroenteritis, Atemwegsinfektionen, Harnwegsinfektion
HAdV-18 - -
HAdV-31 -i- -i-

Human Adenovirus B HAdV-3 Mensch Keratokonjunktivitis, Gastroenteritis,

Atemwegsinfektionen, Harnwegsinfektion

HAdV-7 -t -i-

HAdV-11 -- Gastroenteritis, Atemwegsinfektionen, Harnwegsinfektion

HAdV-14 -i- -

HAdV-16 -l Keratokonjunktivitis, Gastroenteritis,
Atemwegsinfektionen, Harnwegsinfektion

HAdV-21 -i- -i-

HAdV-34 -l Gastroenteritis, Atemwegsinfektionen, Harnwegsinfektion

HAdV-35 -- -i-

HAdV-50 -

SAdV-21 -i-

SAdV-27.1 Schimpanse

SAdV-27.2 Gorilla

SAdV-28.1 Schimpanse

SAdV-28.2 Gorilla

SAdV-29 Schimpanse

SAdV-32 -i-

SAdV-33 -i-

SAdV-35.1 -

SAdV-35.2 Bonobo

SAdV-41.1 Gorilla

SAdV-41.2 -

SAdV-46 -i-

SAdV-47 -i-

Human Adenovirus C HAdV-1 Mensch Gastroenteritis einschlieClich Hepatitis,
Atemwegsinfektionen, Harnwegsinfektion
HAdV-2 -- -i-
HAdV-5 -- --
HAdV-6 -i- -i-
HAdV-31.1 Schimpanse
HAdV-31.2 --
HAdV-34 --
HAdV-40.1 --
HAdV-40.2 --
HAdV-42.1 Bonobo
HAdV-42.2 -i-
HAdV-42.3 --
HAdV-43 Gorilla
HAdV-44 Bonobo
HAdV-45 Gorilla

Human Adenovirus D HAdV-8 Mensch Keratokonjunktivitis, Gastroenteritis
HAdV-9 -i- -i-
HAdV-10 -- --
HAdV-13 -- --
HAdV-15 -i- -i-
HAdV-17 -- --
HAdV-19 -i- --
HAdV-20 -i- -i-
HAdV-22 -i- -i-
HAdV-23 -i- -
HAdV-24 -i- -i-
HAdV-25 -i- -i-
HAdV-26 -- -
HAdV-27 -i- -i-
HAdV-28 -i- -i-
HAdV-29 -- --
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HAdV-30 -i- -
HAdV-32 -i- --
HAdV-33 -- -i-
HAdV-36 -i- -
HAdV-37 - -l
HAdV-38 - -
HAdV-39 -- --
HAdV-42 - -l
HAdV-43 -- --
HAdV-44 -- -i-
HAdV-45 - -
HAdV-46 -- --
HAdV-47 - -
HAdV-48 - -
HAdV-49 -i- -i-
HAdV-51 -
HAdV-53 -i-
HAdV-54 -i-
Human Adenovirus E HAdV-4 Mensch Keratokonjunktivitis, Atemwegsinfektionen
SAdV-22 Schimpanse
SAdV-23 -i-
SAdV-24 -i-
SAdV-25.1 -i-
SAdV-25.2 -i-
SAdV-26 -
SAdV-30 -i-
SAdV-36 -i-
SAdV-37.1 -i-
SAdV-37.2 Bonobo
SAdV-38 Schimpanse
SAdV-39 -i-
Human Adenovirus F HAdV-40 Mensch Gastroenteritis
HAdV-41 -i- -i-
Human Adenovirus G HAdV-52 Mensch Gastroenteritis
SAdV-1 Langschwanzmakak
SAdV-2 Rhesusaffe
SAdV-7 Rhesusaffe
SAdV-11 Rhesusaffe
SAdV-12 Rhesusaffe
SAdV-15 Rhesusaffe
Bat Adenovirus A BtAdV-3 Mausohren
Bat Adenovirus B BtAdV2 Zwergfledermaus
Bovine Adenovirus A BAdV-1 Rind Respiratorische und enterale Symptome (K2 Iber)
Bovine Adenovirus B BAdV-3 Rind -
Bovine Adenovirus C BAdV-10 Rind
Canine Adenovirus CAdV-1 Candidae (Rotfuchs, Infekti® se Hundehepatitis
Hund, Wolf, Bar, Enzootische Fuchsencephalitis
Kojote, Skunk) Rubarth-Krankheit
CAdV-2 Infekti® se Laryngotracheitis
Hund Infekti® se Tracheobronchitis
Zwingerhusten
Equine Adenovirus A EAdV-1 Pferd Respiratorische und enterale Symptome(Fohlen)
Equine Adenovirus B EAdV-2 Pferd -i-
Murine Adenovirus A MAdV-1 Maus
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Murine Adenovirus B MAdV-2 Maus
Murine Adenovirus C MAdV-3 Maus
Ovine Adenovirus A BAdV-2 Schaf, Ziege Respiratorische und enterale Symptome(L2 mmer)
OAdV-2 -i- -i-
OAdV-3 -i- -i-
OAdV-4 -i- -i-
OAdV-5 -i- -l
Ovine Adenovirus B OAdV-1 Schaf, Ziege
GAdV-2 -i-
Porcine Adenovirus A PAdV-1 Schwein
PAdV-2
PAdV-3 -l
Porcine Adenovirus B PAdV-4 Schwein Systemische Infektion
Porcine Adenovirus C PAdV-5 Schwein
Tree shrew Adenovirus A TSAdV-1 Spitzh® rnchen
Simian Adenovirus A SAdV-3 Rhesusaffe Enteritis
SAdV-4 Rhesusaffe
SAdV-6 Rhesusaffe
SAdV-9 Makak
SAdV-10 Makak
SAdV-14 Rhesusaffe
SAdV-48 Langschwanzmakak
Simian Adenovirus B SAdV-5 ?
SAdV-8 Langschwanzmakak
SAdV-49 -
SAdV-50 -
BaAdV-1 Pavian
Simian Adenovirus C SAdV-19 Steppenpavian
BaAdV-2 Pavian
BaAdV-3 -i-
Aviadenovirus  Fowl Adenovirus A FAdV-1 Gefl¢gel (Huhn) gizzard erosions
Fowl Adenovirus B FAdV-5 Gefl¢gel (Huhn)
Fowl Aviadenovirus C FAdV-4 Geflggel (Huhn) Inclusion body hepatitis, Hydropericardium syndrome
FAdV-10
Fowl Adenovirus D FAdV-2 Gefl¢gel (Huhn) Inclusion body hepatitis
FAdV-3 -
FAdV-9 -l
FAdV-11 -i-
Fowl Adenovirus E FAdV-6 Gefl¢gel (Huhn) Inclusion body hepatitis
FAdV-7 Hydropericardium syndrome
FAdV-8a
FAdV-8b
Falcon Adenovirus A FaAdvV-1 Falke
Goose Adenovirus A GoAdV-1 Gans
Turkey Adenovirus B TAdV-1 Truthahn
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Siadenovirus Frog Adenovirus A FrAdv-1 Frosch
Great tit Adenovirus A GrtAdV-1 Kohlmeise
Raptor Adenovirus A RaAdV-1 W¢ stenbussard
Skua Adenovirus A SkAdV-1 Raubm® we
Turkey Adenovirus A TAdV-3 Pute, Fasan H&morrhagische Enteritis bei Puten
Marmormilzkrankheit bei Fasanen
Atadenovirus Bovine Adenovirus D BovAdV-4 Rind Enteritis
Duck Adenovirus A DAdV-1 Huhn, Ente Egg Drop Syndrom bei H¢hner
Ovine Adenovirus D OvAdV-7 Ziege, Schaf Pneumonie (L2 mmer)
Possum Adenovirus A PoAdV-1 Kusus
Snake Adenovirus A SnAdV-1 Kornnatter
Ichtadenovirus  Sturgeon Adenovirus A StAdV-1 WeiCer Stor
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AdVs sind die Grundlage h2 ufig genutzter Vektorsysteme f¢r virusbasierte Gentherapie
(Fallaux, van der Eb et al. 1999). Sie sind aus mehreren Gr¢nden attraktive Impfstoff-
Plattformen. Zum einem induzieren sie sowohl die angeborene als auch die adaptive
Immunantwort in S2ugetieren. Zum anderen verursachen AdVs in immunkompetenten
Erwachsenen nur milde Symptome, und durch Deletion bestimmter Regionen des viralen
Genoms werden die Viren unfdhig zur Replikation, was unerw¢nschte Nebenwirkungen
reduziert und die Berechenbarkeit der Infektion erh®ht. Eine andere positive Eigenschaft in
Bezug auf die Eignung von AdVs als Vektoren ist ihr breiter Tropismus und ihre F2 higkeit,
sowohl in sich teilenden als auch in ruhenden Zellen zu replizieren (Tatsis und Ertl 2004).

In der humanen Gentherapieforschung fokussieren sich die meisten Bem¢hungen auf
HAdV-5 f¢r die Verwendung als AdV-basierter Impfstoff, w2 hrend Rinder-, Schweine- und
Schafsadenoviren f¢r den veterin? rmedizinischen Gebrauch erforscht werden (Sharma, Li et
al. 2009). 23,4 % aller Vektoren, die in genehmigten klinischen Studien f¢r Gentherapie
verwendet worden sind, sind AdVs und stellen damit die Mehrzahl an verwendeten Vektoren
(Ginn, Alexander et al. 2013). Das Ziel der meisten dieser Studien ist die Therapie
verschiedener Krebserkrankungen.

HAdV sind 2uCerst resistent gegen verschiedene physikalische und chemische
Einflesse. In der Umwelt bleiben sie lange infektionsf2hig. So wie andere Viren mit
gastrointestinalem Tropismus werden AdVs in hoher Konzentration von infizierten Personen
ausgeschieden. Besonders in Regionen ohne sanit?re Infrastruktur gelangen diese Viren mit
meistens nur minimaler Reduktion an Virusanzahl und Virusinfekti®sit?t in die Umwelt
(Sibanda und Okoh 2012). Bei Untersuchungen zur Virusbelastung in der Umwelt stellte sich
heraus, dass AdVs das ganze Jahr ¢ber in hoher Frequenz in Ab-, See- und Flusswasser
gefunden werden k° nnen. Wurden zun?chst andere Viren in den Proben detektiert, wurden
dann zumeist auch AdVs nachgewiesen. Daraus entwickelte sich die Idee von AdVs als
optimale Indikatoren f¢r Virusbelastung in der Umwelt (Pina, Puig et al. 1998). Mehrere
Studien belegen, dass unter den intestinal ausgeschiedenen Viren AdVs weltweit die h° chste
Pradvalenz im Wasser haben (Pina, Puig et al. 1998, van Heerden, Ehlers et al. 2005, Cheong,
Lee et al. 2009, Fong, Phanikumar et al. 2010, Haramoto, Kitajima et al. 2010).
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3.1.2 Aufbau des Virions

AdVs geh°ren zu den unbeh¢liten Viren und besitzen ein lineares doppelstr® ngiges DNA-
Genom (Wold und Horowitz 2007, Harrach, Benk® et al. 2011). Das Kapsid ist ikosaedrisch
geformt und hat einen Durchmesser von 70 bis 100 nm (Wold und Horowitz 2007). Die
sogenannten Fiber-, Penton- und Hexonproteine stellen die Hauptkomponenten der
Proteinh¢lle dar. Dabei nimmt das Hexon den gr® Cten Teil des Kapsids ein und umfasst 252
Kapsomere, die die 20 Dreiecksfl® chen des Ikosaeders bilden. An jeder der 12 Ecken befindet
sich ein Penton-Kapsomer, das jeweils aus f¢nf Pentonbasisproteinen gebildet wird. Jedes
Pentonkapsomer tragt in Verl2ngerung ein Fiberprotein, wobei Gr°Ce und Anzahl der
Fiberproteine vom jeweiligen Adenovirustyp abh2ngig sind (Chroboczek, Ruigrok et al. 1995).
Die distale Fiber-Knob-Dom&ne stellt den prim2ren Wirtszellrezeptor. AuCer den
Hauptbestandteilen des Kapsids gibt es noch kleinere Kapsidproteine, wie die AdV-Proteine
llla, VI, VIII und IX, die vor allem fér die Stabilit?t des reifen Virions verantwortlich sind. Der
Kern des Kapsids umfasst vier weitere Proteine (V, VII, X und das terminale Protein). Diese
interagieren mit der viralen DNA.
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3.1.3 Genomorganisation

Das im Kern des Virions enthaltene DNA-Genom ist 26 bis 46 Kbp lang und enth?It an seinen
Enden invertierte Sequenzwiederholungen, welche terminale Proteine kovalent binden
(Harrach 2008). Der Gehalt an den Basen Guanin und Cytosin variiert zwischen 33,7 und
63,8 % (Harrach 2008). Der zentrale Teil des Genoms ist innerhalb der Adenoviridae
konserviert, wdhrend die Enden des Genoms eine groCe Vielfalt in L2nge und Geninhalt
zeigen (Harrach 2008). Das AdV-Genom enth?It 23 bis 46 proteinkodierende Gene und ist
eingeteilt in frghe, mittlere und sp®te Regionen, die mit dem Infektionszyklus des Virus
korrespondieren. Vier Familien von Transkripten (E1, E2, E3 und E4) repr2 sentieren die fr¢he
Region des Genoms und sind essential f¢r die virale Replikation. Zwei Transkripte (IX und
IVa2) stellen die mittleren Gene. Die sp?te Region besteht aus f¢nf Familien von Transkripten
(L1, L2, L3, L4 und L5), die an der Produktion von reifen Virionen beteiligt sind (siehe
Abbildung 4). An jedem 5°- und 3’-Ende des Genoms befinden sich Inverted Terminal Repeat
(ITR) Regionen, die konservierte Sequenzmotive enthalten und der Virusreplikation dienen.
Davison et al. teilten Gene des AdV-Genoms, die in allen Genera positionell und funktionell
homolog sind, als Genus-gemeinsame Gene ein und alle anderen Gene als Genus-spezifische
Gene ein. Es gibt 16 Genus-gemeinsame Gene, deren Hauptfunktionen in der DNA-
Replikation, DNA-Enkapsidierung sowie in der Bildung und Struktur des Virions liegen. Die
meisten Genus-spezifischen Gene liegen an den Enden des Genoms und sind an
Wechselwirkungen mit dem Wirt beteiligt (Davison, Benk® et al. 2003). Alle AdV-Genome der
Genera Humanes Mastadenovirus A fi G haben eine insgesamt 2 hnliche Genomorganisation.

E1A E1B IX IVA2 E2B L1 L2 L3 E2A L4 E3 U LS E4

Abbildung 4 AdV-Genomorganisation

Die grauen Linien stellen jeweils 5 kB des AdV-Genoms dar. Die grauen Rechtecke symbolisieren die
Transkripte des AdV-Genoms, die in fr¢he, mittlere und sp?te Regionen eingeteilt werden.
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Abbildung 5 Genomorganisation eines HAdV-B

Die Positionen der Gene eines HAdV-B sind mittels hellgrauer Pfeile auf dieser Genkarte dargestellt. Die Pfeilspitzen geben die

Transkriptionsrichtung an. Die Genkarte wurde erstellt mithilfe der Software Geneious 8.1.7. (Kearse, Moir et al. 2012)
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3.1.4 Zellinfektion

Wie die Mehrzahl aller DNA-Viren replizieren auch AdVs im Zellkern. Dort hat das Virus
Zugang zu den zellularen Faktoren, die es fur die Replikation und die Transkription des
eigenen Genoms bendtigt. In den Zellkern gelangen AdVs durch die Plasmamembran einer
zu infizierenden Zelle und deren Zytoplasma. Die an den Pentonkaposmeren verankerten
Fiber-Proteine dienen der Anheftung des Virus an spezifische Rezeptoren auf der Oberflache
der Zielzelle (Lonberg-Holm und Philipson 1969). Zu Beginn der Infektion bindet das
Fiberprotein an den Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor (CAR) auf der Wirtszelle.
Anschlieend bindet das Penton-Protein an einen Ko-Rezeptor der Alpha V Integrin-Familie.
Diese Interaktion fuhrt zur Freisetzung der Fiberproteine sowie der Endosombildung. Der
Zelleintritt des Virions erfolgt via rezeptorvermittelte Endozytose (ber ficlathrin-coated pitsi
(Cullen 2001). Ein Abfall des pH-Wertes im Endosom bewirkt die Auflésung der
Endosomenmembran, und das Virion wird unbehllt in das Zytoplasma der Wirtszelle
freigegeben (Greber, Willetts et al. 1993). Die anschlielende gerichtete Bewegung des Virions
durch das Zytoplasma zum Zellkern wird durch Wechselwirkungen der Hexonkapsomere
entlang der Mikrotubuli vermittelt (Seth, Pastan et al. 1987). Erreicht das Virion die
Zellkernoberflache, dockt es an die Kernporen (finuclear pore complex, NPCi) an, und der
vollstandige Zerfall der Virushille und die Freisetzung der Virus-DNA in den Zellkern wird
eingeleitet (Greber, Suomalainen et al. 1997). Die Infektion kann dann entweder produktiv oder
abortiv weiterverlaufen.

3.1.5 Phylogenie der Adenoviren

AdVs sind wirtsspezifisch und infizieren eine Vielfalt von Wirten. In nahezu jeder
Wirbeltiergattung gibt es Vertreter, die als Wirte fur AdVs fungieren (Wold 2007). Wie eingangs
beschrieben, besteht die Familie der Adenoviridae aus funf Genera (Mastadenovirus,
Aviadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus, Ichtadenovirus). Diese Einteilung basiert auf
Wirtspezies und DNA-Zusammensetzung (Davison, Benkd et al. 2003). Phylogenetische
Analysen der AdV-Protease und der kleinen Einheit der mitochondrialen rRNA von Wirten
ergaben Ubereinstimmungen, sodass geschlussfolgert wurde, dass AdVs sich zusammen mit
ihren Wirten entwickelt haben (Benké und Harrach 2003). Mastadenoviren und Aviadenoviren
haben sich demnach mit ihren Wirten, den Saugetieren bzw. den Voégeln, koevolutionar
entwickelt (Benko und Harrach 2011, Hall, Archer et al. 2012, Kajan, Davison et al. 2012).

Siadenoviren sowie Atadenoviren weisen ein breites Wirtsspektrum auf (Harrach, Benkd
et al. 2011). Atadenoviren wurden aufgrund des hohen Gehaltes an Adenin und Thyrosin in
ihrer DNA benannt und infizieren Reptilien, Wiederkauer, Beuteltiere und Vogel (Benkd und
Harrach 1998 , Both 2002). Siadenoviren, wurden aufgrund ihres Gens benannt, das fir ein
Sialidase-ahnliches Protein kodiert. Sie beinhalten jeweils eine AdV-Spezies mit Vertretern
aus Vogeln und Fréschen (Davison, Wright et al. 2000).
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Die beiden Genera passen aufgrund ihrer vielféltigen Wirte augenscheinlich nicht zu der
Hypothese der koevolutiondren Entwicklung von AdVs mit ihrem Wirt. Es wird vermutet, dass
der urspringliche Wirt der Atadenoviren die Reptilien sind, wahrend fir Siadenoviren
Amphibien als Ursprungswirte angenommen werden (Davison, Benkd et al. 2003). In den
Fallen, in denen fir Siadenoviren sowie Atadenoviren andere Wirstspezies identifiziert wurden,
geht man von einer Trans-Spezies-Ubertragung aus. Ein Fischadenovirus ist das bisher
einzige Mitglied des neu etablierten Genus Ichtadenovirus (Benko, Elo et al. 2002).

Primaten-AdVs sind im Genus Mastadenovirus klassifiziert und in 7 Spezies unterteilt
(Humanes Adenovirus A-G) (siehe Abbildung 6). HAdVs wurden traditionell durch
Hamagglutination- und Serumneutralisation-Reaktionen in verschiedene Serotypen eingeteilt.
Gegenwartig erfolgt die Einteilung hauptséachlich aufgrund von vergleichenden
Genomanalysen, aber auch mittels Serologie.

HAdV-G

HAdV-F

— HAdV-A

M HAdV-C

HAdV-B

— — HAdV-E

— HAdV-D

S— SAdV-A

Abbildung 6 Phylogenie der AdVs bei Primaten
Im einfachen phylogenetischen Baum aller HAdV-Spezies (HAdV-A i G) und SAdV-A symbolisieren

die Dreiecke die Verzweigungen der zu jeder Spezies gehérigen AdV-Typen.
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Nach der Genbank (http://hadvwg.gmu.edu/) fur die Einstufung von HAdV-Genotypen sind 70
Serotypen HAdVs registriert (Stand Dezember 2015).

Auf der Grundlage von Restriktionsverdaumustern und dem unterschiedlichen
Gewebetropismus werden Mitglieder der Spezies Humanes Adenovirus B in Subspezies
eingeteilt (B1 und B2) (Wadell, Varsanyi et al. 1980, Segerman, Arnberg et al. 2003). Die
Klassifizierung der zuletzt entdeckten HAdV in die Typen HAdV-52 fi HAdV-68 basierte auf
Komplettgenom-Sequenzierung und bioinformatischer Analyse. Die zuvor entdeckten 51
HAdV-Typen wurden noch durch serologische Methoden klassifiziert (Huang und Xu 2013).

Der Wirtsursprung ist nur eines von mehreren Kriterien fur die Abgrenzung der AdV-
Spezies (Davison, Benko et al. 2003). Phylogenetische Analysen diverser Autoren belegen,
dass den AdV-Spezies HAdV-A i HAdV-G offenbar nicht nur Adenoviren vom Menschen,
sondern auch solche von Gorillas, Schimpansen und Bonobos zuzuordnen sind (Davison,
Benko et al. 2003, Roy, Gao et al. 2004, Roy, Vandenberghe et al. 2009). In diesem Fall
entspricht die Zuordnung der HAdV noch den zuvor definierten taxonomischen Regeln (Wadell
1984, Bailey und Mautner 1994). Die Frage der Zuordnung vieler nicht-humaner AdVs ist nicht
abschlie3end geklart.

Im Allgemeinen wird angenommen, dass die meisten DNA-Viren sich koevolutionar mit
ihren Wirt entwickelt haben. Dies setzt die Infektion eines gemeinsamen Vorfahren der Wirte
voraus. Fiur die HAdVs von Menschen und Menschenaffen ware dann zu erwarten, dass
phylogenetisch betrachtet die Evolution der HAdVs ein Spiegelbild der Evolution der Primaten
darstellt. Auf die Phylogenie von Viren der Spezies HAdV-C, trifft dieses zu, d.h. HAdV-C-
Typen vom Gorilla, vom Schimpansen, vom Bonobo und vom Menschen haben sich im
Stammbaum der HAdV-C zu eigenen Gruppen entwickelt. Wahrend hingegen HAdV-E fast
ausschlie3lich Schimpansen (>15 mdgliche Typen; 1 Typ beim Bonobo) infizieren. Beim
Menschen ist nur ein Typ bekannt (HAdV-4). Es wird daher davon ausgegangen, dass das
humane HAdV-4 durch Transspezies-Ubertragung entstanden ist, und der Ursprungswirt aller
HAdV-E der Schimpanse ist. HAdV-B wurden nicht nur beim Menschen sondern auch bei
Afrikanischen Menschenaffen gefunden. Diese haben (im Gegensatz zur Situation bei HAdV-
C) im HAdV-B-Stammbaum gemalf3 ihrer jeweiligen Wirte keine diskreten Positionen sondern
liegen als gemischte Gruppe vor. Hieraus wurde abgeleitet, dass Transspezies-
Ubertragungen eine treibende Kraft in der evolutionaren Entwicklung der HAdV-B waren
(Wevers, Metzger et al. 2011). Roy et al. vermuteten nichthumane Ursprungswirte fur HAdV-
E und -B und eine spatere Ubertragung auf den Menschen (Roy, Vandenberghe et al. 2009).

Die Spezies HAdV-D enthélt eine grol3e Anzahl HAdV-Typen, aber keine aus NHP. Es
wird daher davon ausgegangen, dass der Ursprungswirt flr diese Spezies ein Vorfahre des

modernen Mensch ist (Robinson, Seto et al. 2011).
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3.1.6 Rekombination

Bei AdVs ist die Rekombination ein bekanntes und gut erforschtes Merkmal. In den
1970er Jahren wurde die Rekombination bei AdVs erstmals experimentell untersucht
(Grodzicker, Anderson et al. 1974, Williams, Grodzicker et al. 1975). In-vitro wurden
temperatursensitive Mutanten von HAdV-C5 und HAdV-C2/SV40 Hybride (Ad2+ND1) erzeugt,
und mithilfe von Restriktionsenzymverdau konnten Kreuzungspunkte (Crossover-Stellen)
zwischen den Rekombinanten und den Elternviren dargestellt werden. Boursnell und Mautner
benutzten Restriktionsenzym-Karten, um Crossover-Stellen zu identifizieren und ermittelten,
dass Rekombination bei AdVs hauptsachlich auf Stellen mit relativ hoher DNA-Homologie
beschrankt ist (Boursnell und Mautner 1981). Durch die Verfugbarkeit einer steigenden Anzahl
vollstdndig sequenzierter Adenovirusgenome ist man in der Lage, durch paarweisen
Sequenzabgleich (pairwise alignment) Rekombinationsereignisse zu detektieren. Mit
sogenannten similarity plots und Bootscan-Analysen von ganzen Genomen oder Teilgenomen
lassen sich Gemeinsamkeiten und Unterschiede auf Nukleinsdureebene identifizieren. Auch
mit multiplen phylogenetischen Analysen, die auf jeweils anderen Genregionen beruhen,
lassen sich Rekombinanten identifizieren.

In den letzten Jahren wurden nicht nur neue AdV-Typen entdeckt sondern auch AdVs,
die durch Rekombination bekannter Typen neu entstanden sind. Es wurde von Ausbriichen
mit zum Teil todlich verlaufenden AdV-Infektionen berichtet, die von neu entdeckten
rekombinanten AdVs ausgeldst wurden (Walsh, Seto et al. 2010, Robinson, Singh et al. 2011).
Zudem wird die Rekombinationsfrequenz in AdVs durch das haufige Auftreten von Ko-
Infektionen beglnstigt. Da in humanem Probenmaterial haufig zwei oder mehr Serotypen
gefunden werden (Vora, Lin et al. 2006, Gray, McCarthy et al. 2007), ist es denkbar, dass
Rekombinationen zwischen gering pathogenen HAdV aus unterschiedlichen Wirten (z.B.
Menschen und Menschenaffen) zur Entstehung héher pathogener HAdV flhren, die sich an
neue Wirte (z.B. den Menschen) anpassen und Epidemien ausldsen kdnnten.

Im Gegensatz zu Mutation als Evolutionsfaktor, der neue Varianten hervorbringt, stellt
die Rekombination eine unterschiedliche Verteilung von vorhandenem genetischem Material
dar. Es gibt also keinen Wechsel im Genpool. Crawford-Miksza und Schnurr postulierten, dass
die Evolution von HAdV durch Rekombination angetrieben wird, begleitet von
Einzelbasenmutationen (Crawford-Miksza und Schnurr 1996). Erst kirzlich wurde diese
Annahme von Robinson et al. bestatigt. Die Autoren analysierten alle veroffentlichten
Komplettgenome von HAdV und konstruierten Nukleotid-Diversitats-Plots.
Der Fokus der Untersuchungen lag auf den Spezies HAdV-D und HAdV-B. Es wurde eine
gréRere Aminosaurevariabilitdt bei HAdV-B als bei HAdV-D identifiziert und daraus abgeleitet,
dass in der Evolution von HAdV-D, im Gegensatz zu HAdV-B, Rekombination eine gréRere
Rolle spielt als Basensubstitution (Robinson, Singh et al. 2013).
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Die ersten umfangreichen AdV-spezifischen Rekombinationsstudien erfolgten durch
Lukashev et al., die schlussfolgerten, dass lateraler Gentransfer haufig innerhalb einer
Adenovirusspezies vorkommt (HAdV-B, HAdV-C und HAdV-D), jedoch eher selten zwischen
verschiedenen AdV-Spezies (Lukashev, lvanova et al. 2008). Der erste Bericht lber eine
Rekombination zwischen Vertretern zweier HAdV-Spezies aus zwei unterschiedlichen
Wirtsspezies prasentierte das humane HAdV-4 als Ergebnis eines Gentransfers zwischen
HAdV-B menschlichen Ursprungs und HAdV-E aus Schimpansen (Dehghan, Seto et al. 2013).
Ein anderes Beispiel fur Rekombination zwischen Genomen von nichtmenschlichen Primaten
und Menschen sind die sich sehr &hnlichen SAdV-35.1 und SAdV-35.2. Sie wurden von einem
Schimpansen und einem Bonobo isoliert und besitzen hohe Sequenzéahnlichkeit in mehreren
Genombereichen mit HAdV-21 und HAdV-16 (beide HAdV-B), die aus dem Menschen isoliert
wurden (Dehghan, Seto et al. 2013). Zudem gibt es auch Berichte Uber potentielle
Rekombinationsereignisse. Ein Beispiel ist HAdV-52, das aus einem Patienten mit
Gastroenteritis isoliert wurde und eng verwandt ist mit SAdV-1 und SAdV-7 (beide aus Affen
der Familie Cercopithecidae) (Jones, Harrach et al. 2007). Eine weitere Rekombinante wurde
in China detektiert. Es wurde vermutet, dass ein von einem Schimpansen isoliertes AdV
(SAdV-chl) ein Hexon-Gensegment mit dem humanen HAdV-61 ausgetauscht hat, was zu
der Rekombinante HAdV-31 gefuhrt haben kdnnte (Zhou, Tian et al. 2014).

Robinson et al. untersuchten den GC-Gehalt in allen Genen des Adenovirusgenoms
(Robinson, Singh et al. 2013). Ein hoher GC-Gehalt ist assoziiert mit Genomstabilitdt und
Rekombinationsresistenz (Gruss, Moretto et al. 1991). Interessanterweise fand man in den
Genen, die als Ziel von Rekombination bekannt sind, einen deutlichen reduzierten GC-Gehalt.
Fir Rekombination anféllige Gene, die fir Rekombinationsanalysen herangezogen werden,
sind vor allem das Penton-Gen, Hexon-Gen und Fiber-Gen (Robinson, Singh et al. 2013).
Diese kodieren fur Proteine, die an der Interaktion mit Wirtzellen beteiligt sind. Dies spiegelt
das Potential der Anpassung an neue Wirte wider, welches neue Rekombinanten mit sich
bringen.

3.1.7 Humane Adenoviren und assoziierte Erkrankungen

In den friihen 1950er Jahren wurden AdVs das erste Mal aus Menschen isoliert, und zwar aus
einer Patienten-Gruppe, die an einer respiratorischen Erkrankung litt (Rowe, Huebner et al.
1953, Hillemann 1954). AdVs waren die ersten charakterisierten Erreger von
Atemwegsinfektionen. Bevor diese neu erfassten, aus dem menschlichen Respirationstrakt
isolierten Viren als AdVs bezeichnet wurden (Enders 1956), wurden sie als fladenoid
degeneration agents (AD)i (Rowe, Huebner et al. 1953), frespiratory illness agents (RI)i
(Hillemann 1954) und ladenoidal-pharyngeal-conjunctival viruses (APC)i (Huebner, Rowe et
al. 1954) beschrieben.

AdVs wurden anfangs anhand ihrer Eigenschaften, wie Resistenz, Zellkulturverhalten,
Pathogenitat gegenuber Labortieren und Produktion von gruppenspezifischen l6slichen
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Antigenen, spezifiziert (Rowe, Hartley et al. 1958). Rosen beschrieb das erste Mal die
hamagglutinierenden Eigenschaften von AdVs (Rosen 1958). Der Tropismus von humanen
AdVs erstreckt sich vor allem auf Epithelzellen des Respirationstraktes, des
Gastrointestinaltraktes und der Augen (Scheiner 2002). Es wird vermutet, dass der Darm ein
Reservoir fur AdVs darstellt und progressive AdV-Infektionen von reaktivierten AdVs aus dem
Darm stammen (Suparno, Milligan et al. 2004, Lion, Kosulin et al. 2010). AdVs kénnen fir
mehrere Wochen nach der ersten Infektion ausgeschieden werden sowie latent in
lymphatischen Geweben wie Tonsillen, Polypen und Darmtrakt auftreten (Garnett, Erdman et
al. 2002, Roy, Calcedo et al. 2011). Die geschatzte Inkubationszeit betragt ein bis sieben Tage
und ist wahrscheinlich abhangig von der Infektionsdosis. Nach der Infektion mit bestimmten
AdV-Serotypen erfolgt die Erzeugung neutralisierender Antikérper, die wiederum typspezifisch
sind und nicht mit anderen Serotypen kreuzreagieren. AdVs sind in der allgemeinen
Bevdlkerung endemisch; ungefahr 50% der Kinder und ann&hernd 100% der Erwachsenen
besitzen Antikérper gegen ein oder mehrere AdV-Serotypen (Badger, Curtiss et al. 1956,
Brandt, Kim et al. 1969). Die Ubertragung von AdVs erfolgt hauptséchlich horizontal durch
direkten oder indirekten oral-fakalen Weg. Die Ubertragung tiber Urin oder Augensekrete
wurde auch beschrieben. Klinische Infektionen mit zwei oder mehreren AdV-Serotypen
wurden fir den Menschen im Detail untersucht (Vora, Lin et al. 2006, Gray, McCarthy et al.
2007). Zudem wurde ein lang anhaltende Ausscheidung im Stuhl betroffener Personen fir
verschiedene HAdV-D Typen beobachtet (Curlin, Huang et al. 2010). Klinische Symptome, die
durch eine AdV-Infektion ausgeldst werden, kommen bei immunkompetenten Personen sehr
selten vor. Es wird meist eine selbstlimitierende Erkrankung mit leichten Symptomen
beobachtet. Die Erstinfektion mit HAdV oder die Reaktivierung von persistierenden HAdV kann
zu schweren Erkrankungen bei immungeschwachten Personen fiihren (Echavarria 2008).
Dazu gehoéren Konjunktivitis, Gastroenteritis, Hepatitis, Myokarditis und Pneumonie.
Besonders die sogenannte YOPI-Risikogruppe (Young, Old, Pregnant, Immunocompromised)
ist von klinischen Symptomen durch Adenovirusinfektionen betroffen. Die YOPI-Risikogruppe
umfasst Kinder, alte Menschen, Schwangere und Menschen mit geschwéachtem
Immunsystem, wobei die Schwachung der Abwehr durch angeborene oder erworbene
Immundefekte hervorgerufen werden kann.

HAdV-A, - F und -G werden mit Magen-Darm Infektionen in Verbindung gebracht,
wahrend HAdV-B, HAdV-C sowie HAdV-E flr respiratorische Erkrankungen bekannt sind.
HAdV-D wie auch einige HADV-B und HAdV-E werden mit Augeninfektionen assoziiert (siehe
Tabelle 2). Kinder, die junger als finf Jahre alt sind, sind gefahrdeter als dltere Personen, da
es sich in diesem Alter bei einer Infektion mit AdVs wahrscheinlich um eine Primarinfektion
handelt (Hayashi und Hogg 2007). Funf Prozent der Atemwegserkrankungen in diesem Alter
sind auf eine AdV-Infektion zurtickzufihren und werden meist durch die Serotypen 1, 2, 5 und
6 aus der HAdV-C Spezies und Serotyp 3 der HAdV-B Spezies verursacht (Brandt, Kim et al.
1969, Schmitz, Wigand et al. 1983).

HAdV-Infektionen sind bedeutende Ursache fir die Morbiditdt und Mortalitdt bei
Stammzelltransplantierten (Kampmann, Cubitt et al. 2005, Leen, Bollard et al. 2006).
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Prophylaktisch werden daher bei Patienten fur die Stammzelltransplantation routineméafige
Untersuchungen des Blutes und des Stuhls auf AdVs durchgefihrt (Lion, Kosulin et al. 2010,
Ganzenmueller, Buchholz et al. 2011).

Soldaten in Militdranlagen kénnen ebenfalls haufig von schweren AdV-bedingten
Erkrankungen betroffen sein. Erschopfung, Stress und beengte Lebensumsténde tragen zur
Ausbreitung einer Infektion in Militarlagern bei. Bei Infektionen der Atemwege sind die
Serotypen 4 und 7 von Bedeutung (Mogabgab 1968, Gray, Callahan et al. 1999). Fur diese
Serotypen wurden wirksame Impfstoffe hergestellt, die fur amerikanische Militdrangehdrige
zur Verflgung stehen (Top, Dudding et al. 1971, Dudding, Top et al. 1973). HAdV-14 wird
ebenfalls assoziiert mit gravierenden Pneumonieausbriichen in Millitarlagern und groRRen
Wohnanlagen (Lewis, Schmidt et al. 2009). HAdV-8 ist ein Ausloser der epidemischen
Keratokonjunktivitis, die haufig in Millitarcamps oder infolge einer Krankenhausinfektion auftritt
(Ishiko, Shimada et al. 2008).

Eine Immunsuppression, hervorgerufen durch HIV-Infektionen, stellt ebenfalls einen
Risikofaktor fur die Entwicklung schwerer AdV-Infektionen dar (Kojaoghlanian, Flomenberg et
al. 2003). HAdV-D ist die HAdV-Spezies mit der gréfiten Anzahl von Typen, von denen
wiederum die meisten bei HIV-positiven Patienten gefunden wurden (Robinson, Seto et al.
2011).

Es gibt keine effiziente antivirale Therapie fur HAdV-Infektionen. Empfohlen werden eine
symptomatische Behandlung und entzindungshemmende Medikation. Infektionspropylaxe ist
unerlasslich, wozu vor allem Hygiene und Desinfektion gehéren, da HAdVs eine hohe
Tenazitat aufweisen und in der Umwelt sehr stabil sind (Ghebremedhin 2014).

Studien haben gezeigt, dass HAdV-36 mit Adipositas in Verbindung gebracht werden
kann (Dhurandhar, Israel et al. 2000, Atkinson, Dhurandhar et al. 2005). In Tierversuchen
wurden NHPs mit HAdV-36 infiziert und zeigten anschlie3end eine Gewichtszunahme sowie
geringere Konzentrationen von Cholesterol und Triglycerid im Blut (Dhurandhar, Israel et al.
2001, Dhurandhar, Whigham et al. 2002, Atkinson, Dhurandhar et al. 2005). Zudem konnte
eine Korrelation zwischen dem Vorhandensein von anti-HAdV-36 Antikdrpern und
Fettleibigkeit in Menschen gezeigt werden (Dhurandhar 2011).

Verschiedene HAdV-Serotypen weisen unterschiedliche Grade von Onkogenitat auf. HAdV-
12, das zur Spezies HAdV-A gehort, ist stark onkogen und fahig, innerhalb von 4 Monaten
Tumore in neugeborenen Nagetieren zu induzieren (Trentin, Yabe et al. 1962, Yabe, Trentin
etal. 1962, Yabe, Samper et al. 1964). Dies war das erste humane Virus, welches als onkogen
eingestuft wurde. HADV-B Serotypen sind sehr schwach onkogen, wahrend fur HAdV-C, - E
und -F keine Onkogenitat bekannt ist. In immunsupprimierten Wirten kdnnen jedoch auch
durch Infektion mit nicht-onkogenen HAdVs transformierte Zellen entstehen und Tumoren
induziert werden (Gallimore 1972). Onkogenitat eines HAdV fir den Menschen ist nicht belegt.
Bei Untersuchungen von humanen Hirntumoren wurden AdVs der Spezies HAdV-B, -C und -
D identifiziert. FUr diese wird eine Rolle bei der Tumorpathogenese vermutet (Kosulin,
Haberler et al. 2007). Zudem wurden in Lymphozyten aus Sarkomen HAdV-C nachgewiesen,

23



Schrifttum

wobei die Rolle der Viren in diesem Fall noch nicht abschliel3end geklart ist (Kosulin, Hoffmann
et al. 2013).

3.1.8 Simiane Adenoviren

Mittlerweile wurde eine Vielzahl von simianen Adenoviren (SAdVs) in Altwelt- und Neuwelt-
Affen identifiziert. Die ersten wurden wahrend der Entwicklung des Poliomyelitis-Impfstoffes
aus Affenzell-Kultur isoliert (Hull, Minner et al. 1956, Hull und Minner 1957, Hull, Minner et al.
1958). In den darauffolgenden Jahren kam es zur Beachtung von SAdVs, einerseits durch
Entdeckung neutralisierender Antikdrper gegen SAdV-5 und SAdV-20 in menschlichen Seren
(Aulisio, Wong et al. 1964) und andererseits durch die Untersuchung bestimmter SAdVs auf
Onkogenitét in Hamstern (Hull, Johnson et al. 1965). Diese wiederum fuhrten zur Entdeckung
der AdV-assoziierten Viren (Atchison, Casto et al. 1965, Rapoza und Atchinson 1967). In den
letzten Jahren hat das Interesse an SAdVs wieder zugenommen, zum einen aufgrund der
Suche nach alternativen Vektorsystemen fir die Gentherapie und zum anderen aufgrund der
zunehmenden Bedeutung von Primaten als Quelle zoonotischer Erkrankungen. Dabei kam es
zur Entdeckung und vollstandigen Sequenzierung der Genome von funf NHP-AdVs, isoliert
aus in Gefangenschaft gehaltenen Schimpansen (Farina, Gao et al. 2001, Roy, Gao et al.
2004), gefolgt von kompletten Charakterisierung von 30 AdV-Genomen aus verschiedenen
Primatenarten (ausnahmslos Zootiere) (Roy, Vandenberghe et al. 2009).

Anfangs wurden SAdVs mithilfe ihrer Hamagglutinationseigenschaften in vier Untergruppen
eingeteilt, die analog zu jenen verwendet wurden, mit denen HAdVs klassifiziert wurden
(Rapoza 1967). AdVs, die aus Altweltaffen (Familie: Cercopithecidae) isoliert wurden, sind
phylogenetisch weiter entfernt von denen des Menschen als die AdVs, die aus Menschenaffen
isoliert wurden. So befinden sich fast alle AdVs, die aus Gorillas, Schimpansen und Bonobos
isoliert wurden, in den HAdV Spezies B, C und E, die ansonsten ausschlie3lich menschliche
HAdV enthalten (Benkd, Harrach et al. 2000). AdVs aus Cercopithecidae werden aktuell in
funf Gruppen eingeteilt. SAdV-1, -2, -7, 11, -12 und -15 sind phylogenetisch am nachsten mit
HAdV-52 verwandt und werden somit zur Spezies HAdV-G zugeordnet. SAdV-3, -4, -6, -9, -
10, -14 und -48 sind der rein simianen Spezies SAdV-A zuzuordnen, SAdV-5, -8, -49,- 50 und
BaAdV 1 der Spezies SAdV-B, SAdV-19 sowie BaAdV-2 und -3 der Spezies SADV-C. SAdV-
13 und SAdV-16 bis SADV-20 sowie das TMAdV gehoren zwar zur Gattung Mastadenoviren,
sind bisher jedoch keiner bestehenden oder neuen Spezies zugeordnet (Harrach, Benkd et al.
2011). Insgesamt ist die Taxonomie der SAdVs noch nicht zufriedenstellend entwickelt und
muss mit fortschreitender Entdeckung von SAdVs noch besser systematisiert werden.

Die klinischen Auswirkungen von AdV-Infektionen bei nichthumanen Primaten sind noch
unzureichend erforscht. In einer Affenkolonie in einem chinesischen Forschungsinstitut waren
46% der 92 genommenen Kotproben PCR-positiv fir AdVs. Die gesamte Kolonie litt zur Zeit
der Probenentnahme an Diarrhge. Da keine Kontrollproben von gesunden Tieren untersucht
wurden, ist nicht auszuschlieRen, dass die Affen die AdVs permanent ausgeschieden haben.
Somit konnte nicht bestéatigt werden, dass die AdVs die Ursache fir die Durchfallerkrankung
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waren (Wang, Tu et al. 2007, Banyai, Esona et al. 2010). Bei einer Gruppe von in
Gefangenschaft gehaltenen Langschwanzmakaken ohne Kklinische Symptome wurde
genetisches Material von AdVs in Kotproben gefunden (Maluguer de Motes, Hundesa et al.
2011). In einem Labor in China wurden von gesunden Rhesusaffen Kotproben per PCR auf
das Vorhandensein von Adenovirussequenzen untersucht. 12 von 57 Tieren schieden
adenovirale DNA aus (Lu, Wang et al. 2011). Auch Roy et al. hatten eine hohe AdV-Pravalenz
im Stuhl von Schimpansen, Gorillas, Bonobos, Orang-Utans und Makaken aus Zoos und
Forschungseinrichtungen in Abwesenheit von Kklinischen Symptomen festgestellt (Roy,
Vandenberghe et al. 2009). Diese drei Studien belegen die andauernde Ausscheidung von
AdVs mit dem Kot auch ohne klinische Symptomatik, was darauf schlie3en lasst, dass AdVs
in Affen (wahrscheinlich in Zellen des Verdauungstraktes) persistieren. Gemeinsam ist allen
genannten Studien die Untersuchung von in Gefangenschatft gehaltenen NHP.

Im Jahr 2009 kam es zu einem schweren Ausbruch von Pneumonie und Hepatitis in
einer Kolonie von Springaffen (Callicebus cupreus) in einem kalifornischen
Primatenforschungszentrum (Chen, Yagi et al. 2011). In Proben der Affen wurde ein neues
AdV als Ursache der klinischen Erkrankungen gefunden, das TMAdV. In der Folge beimpften
Yu et al. die Nasenschleimhaute von Weil3biischelaffen (Callithrix jacchus) mit dem kultivierten
TMAdV Stamm. Daraufhin entwickelten die Affen leichte klinische Symptome wie Fieber,
Atemwegserkrankung und Appetitlosigkeit. Nach knapp 2 Wochen waren die Symptome
verschwunden, was die typische Pathogenese von AdVs in immunkompetenten Wirten
widerspiegelt (Yu, Yagi et al. 2013). Wahrend des Ausbruch einer akuten respiratorischen
Erkrankung in einer Gruppe von Pavianen an einem Forschungszentrum in Texas wurden drei
neue AdVs im Lungengewebe verstorbener Affen gefunden, die BaAdV 1- 3 benannt wurden
(Chiu, Yagi et al. 2013).

Entsprechende Daten aus wildlebenden Primaten liegen bisher kaum vor. Tong et al.
fanden AdVs im Stuhl von zwei wild lebenden Schimpansen aus Tansania, die beide an einer
respiratorischen Erkrankung litten (Tong, Singh et al. 2010). Dies ist der vermutlich erste
Bericht Giber Adenovirusausscheidung in wilden Primaten. Auch hier besteht kein eindeutiger
Zusammenhang zwischen Adenovirusausscheidung und der Atemwegserkrankung der
Schimpansen. Wevers et al. untersuchten wilde NHP aus verschiedenen Orten Afrikas auf inre
AdV-Pravalenz (Wevers, Metzger et al. 2011). Neben einer hohen Pravalenz wurde auch eine
grol3e genetische Diversitat unter den detektieren AdVs gefunden. Dabei ergab sich kein
Zusammenhang mit klinischen Symptomen und positiver Testung auf AdV.
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3.2 ZOONOSEN

3.2.1 Die Bedeutung von Zoonosen

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) definiert Zoonosen als Infektionen und Krankheiten,
die auf nattrliche Weise zwischen Wirbeltieren und Menschen Ubertragen werden kénnen. Um
die Ubertragungsrichtung anzugeben, wurden die Begriffe Zooanthroponose und
Anthropozoonose eingefiihrt. Bei einer Zooanthroponose handelt es sich um Infektionen und
Krankheiten, die vom Tier auf den Mensch tbertragen werden und bei einer Anthropozoonose
um Infektionen und Krankheiten, die vom Menschen auf ein Tier Ubertragen werden.
Zooanthroponosen haben eine grof3ere Bedeutung als Anthropozoonosen (Frauendorf und
Henke 1999). Dabei kann ein Zoonoseerreger ein Bakterium, ein Virus, ein Pilz oder ein
anderer Ubertragbarer Erreger sein. Mindestens 60% aller menschlichen Krankheitserreger
sind zoonotischen Ursprungs, und die Mehrheit (ca. 70%) stammt aus der Wildnis (Jones,
Patel et al. 2008). Zoonotische Erreger stellen 75% aller in den letzten 10 Jahren neu
aufgetretenen Krankheitserreger dar (Gebreyes, Dupouy-Camet et al. 2014). Dies verdeutlicht
die Bedeutung der Zoonosenforschung, d.h. die Identifizierung und Charakterisierung
moglicher Zoonoseerreger, fur die globale Gesundheit. iHotspotsi fir neu auftretende
Krankheiten sind Orte, an denen die Wahrscheinlichkeit fir die Entstehung von Zoonosen sehr
hoch ist und die oft durch sich Uberlappende Lebensrdume von Menschen und Tieren
gekennzeichnet sind. Zum einen ist die extensive Landwirtschaft an der Entstehung von
Zoonosen beteiligt, wofir BSE und Tuberkulose Beispiele sind. Zum anderen fihrt das
Eindringen in unberihrte Okosysteme, die Zerstorung von Lebensraumen und das
Zusammendréngen von Tierpopulationen zu zoonotischen Erkrankungen, wie das Auftreten
von Ornithose, Borreliose, Tollwut und Toxoplasmose demonstriert. Wolfe et al. beschrieben
5 Stufen, die ein Erreger durchlduft, um sich von einem Tiererreger zu einem spezialisierten
Humanpathogen zu wandeln. In der ersten Stufe ist ein Erreger in einem tierischen Wirt
prasent, wird aber nicht in Menschen gefunden. In der 2. Stufe wird der Erreger von einem
Tier auf einen Menschen Ubertragen. In Stufe 3 ist der Erreger in der Lage, gelegentlich
zwischen Menschen Ubertragen zu werden. Kleine Ausbriiche bleiben selbstlimitierend. In
Stufe 4 erfolgen Infektionen durch Ubertragung vom Tier auf den Menschen, aber auch durch
Ubertragungen von Mensch zu Mensch, wobei diese Perioden und Infektketten immer langer
werden. In der letzten Stufe 5 hat sich der Erreger soweit spezialisiert, dass er nur noch fur
den Menschen pathogen ist (Wolfe, Dunavan et al. 2007).

Neu auftretende Zoonosen stellen eine zunehmende und sehr bedeutende Bedrohung
fur die globale Gesundheit dar. Dies verdeutlicht den Bedarf fir ein umfassendes Versténdnis
uber Tiererreger und die Faktoren, die eine Ubertragung vom Tier auf den Menschen
beginstigen (Jones, Patel et al. 2008).
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3.2.2 Zoonotisches Potential von Erregern aus Menschenaffen

Die enge stammesgeschichtliche Verwandtschaft von Menschenaffen und Menschen
beglnstigt den Austausch von Krankheitserregern, da davon auszugehen ist, dass eng
verwandte Wirtsspezies sich ahnliche Gruppen von Krankheitserregern teilen.
Erregeraustausch wird auch durch das immer weitere Vordringen des Menschen in die
Lebensraume der Primaten beglnstigt. Zoonosen, die von Menschenaffen tibertragen werden
oder wurden, nehmen eine zunehmende Bedeutung in der Forschung ein (Wolfe, Dunavan et
al. 2007). Von den heutzutage meistpravalenten und hochpathogenen Erkrankungen der
Menschheit haben zwei ihren Ursprung in Menschenaffen (Sharp, Rayner et al. 2013), HIV
und Malaria. Das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) ist ein Virus, das zur Familie der
Retroviren und zur Gattung der Lentiviren gehort (Huet, Cheynier et al. 1990). Laut WHO
lebten 2015 36,7 Millionen Menschen weltweit mit HIV, 2,1 Millionen Menschen infizierten sich
neu und 1,1 Millionen Menschen starben an den Folgen dieser Infektion. Das Simiane
Immundefizienz-Virus (SIV) gilt als Ursprung fur das heutige HIV. Es wird davon ausgegangen,
dass SIV vor mehreren Jahrzehnten von Schimpansen und Rauchmangaben auf den Mensch
Ubertragen wurde (Hahn, Shaw et al. 2000).

Malaria ist eine Blutinfektion mit Parasiten der Gattung Plasmodium, die durch Miicken
(Anopheles ssp.) Ubertragen wird (Carter und Mendis 2002). Von allen Plasmodiumspezies,
die den Menschen infizieren, verursacht Plasmodium falciparum bei weitem die grofdte
Morbiditat und Mortalitdt mit mehreren hundert Millionen Fallen von klinischer Malaria und
mehr als einer Million Todesfélle pro Jahr (Snow, Guerra et al. 2005). Plasmodium-Infektionen
von Affen sind weit verbreitet und hoch pravalent. Genomanalysen von mehr als 1000
Plasmodiumspezies von Gorillas und Schimpansen gaben eindeutige Hinweise, dass der
Ursprungswirt von Plasmodium falciparum der Gorilla ist (Liu, Li et al. 2010). Somit ist Malaria
vermutlich zoonotischen Ursprungs, zéhlt jedoch nicht zu den Zoonosen, da es gegenwartig
nachweislich kein Erreger-Reservoir im Tier gibt.

Ebola und Anthrax sind ebenfalls zwei Infektionskrankheiten mit zunehmender
Bedeutung fur die offentliche Gesundheit. Beide kdnnen von NHPs auf den Menschen
Ubertragen werden, wobei das Ursprungsreservoir der beiden Erreger nicht in NHPs, sondern
in anderen Tierarten liegt (Leendertz, Lankester et al. 2006). Das Ebola-Virus gehort zu den
Filoviren und verursacht h&morrhagisches Fieber bei Menschen und nichtmenschlichen
Primaten (Le Guenno, Formenty et al. 1995). Es gibt weder effektive Prophylaxe noch
Therapiemdglichkeiten. Zoonotische Ubertragungen von Menschenaffen konnen stattfinden,
jedoch stellen Fledermausarten wahrscheinlich das Ursprungsreservoir von Ebola dar (Leroy,
Gonzalez et al. 2011). Die Ubertragung auf den Menschen erfolgt meist durch Kontakt mit
infizierten Wildtierkadavern (Rouquet, Froment et al. 2005). Der kirzlich stattgefundene
Krankheitsausbruch in Westafrika ist der bisher gré3te Ausbruch von Ebolafieber. Er begann
Ende Dezember 2013 in Guinea und breitete sich seither auch nach Liberia, Sierra Leone,
Nigeria und Senegal aus. Laut WHO stieg die Zahl der Betroffenen exponentiell. Im Oktober
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2015 wurde in Guinea der vorerst letzte Fall registriert. Alle anderen betroffenen Lander sind
von der WHO nach Stand November 2015 als frei von Ebolafieber erklart worden.

Anthrax wird durch Bacillus anthracis verursacht und infiziert hauptsachlich Paarhufer. Der
Erreger kann aber auch Menschen infizieren, vor allem Uber verseuchte Tierkadaver und
Friichte (Calvignac-Spencer, Leendertz et al. 2012). In Subsahara-Afrika wurden auch Gorillas
und Schimpansen mit tédlichem Ausgang von einer variablen Bacillus anthracis Subgruppe
(forest strain) infiziert (Leendertz, Yumlu et al. 2006).

Die Ubertragung von Krankheitserregern kann einerseits von nichtmenschlichen Primaten auf
den Menschen erfolgen oder andererseits vom Menschen auf die nichtmenschlichen Primaten.
Zoonosen nehmen somit erheblichen Einfluss auf die Gesundheit des Menschen als auch auf
den Artenschutz.

Zoonotische Ubertragungen werden durch bestimmte Gegebenheiten stark begunstigt.
Okotourismus (z.B. Beobachtung von Gorillas), Haltung von Primaten in Zoos, Zirkussen oder
Privathaushalten sowie Haltung von Primaten in Versuchstieranlagen oder Forschung an
Gewebe und Korperfliissigkeiten von Primaten kénnen eine Ubertragung von Erregern
begulnstigen. Dies betrifft jedoch meist nur sehr kleine Gruppen in der Bevdlkerung (Wolfe,
Prosser et al. 2004). Der enge Kontakt zu einem tibertragenden Wirt, begtinstigt durch Jagen,
Schlachten und Konsumieren von Wildtieren, ist in bestimmten Bevdlkerungsgruppen jedoch
weit verbreitet. In Afrika wird der Wald oft auch als ithe bushi bezeichnet und somit das
Fleisch, das daraus stammt als ibushmeatt (franz.: viande de brousse) bezeichnet. Dieser
Begriff bezieht sich auf Fleisch aller Tierarten, einschlieRlich bedrohter und gefahrdeter
Spezies, wie Elefant, Affe und Menschenaffe, Krokodil, Buschschwein, Waran, Waldantilope
usw. Problematisch ist hauptsachlich das Bushmeat, das illegal ist. Dieses ist gekennzeichnet
durch illegale Jagd (Jagd mit illegalen Methoden; Jagd auf geféhrdete, geschitzte oder
bedrohte Tierarten; Jagd in geschutzten Bereichen) und illegalen Handel (Abzug fir den
gewerblichen Handel). Auch durch den zunehmenden illegalen Import von Bushmeat in
europdaische Lander ist das Risiko der Ubertragung von tierischen Erregern aus Afrika fir die
offentliche Gesundheit Europas nicht zu vernachlassigen (Smith, Anthony et al. 2012, Falk,
Durr et al. 2013).

Die Jagd auf Menschenaffen wie Gorillas, Schimpansen und Bonobos sowie das Téten
und Zerlegen von Menschenaffen und die Zubereitung ihres Fleisches stellt eine erhebliche
Gefahrdung fur Mensch und Tier dar. Zum einen sind diese Menschenaffen vom Aussterben
bedroht, zum anderen stellt das Erregerreservoir von Menschaffen eine Gefahrdung fir den
Menschen dar. Laut Weltnaturschutzunion (IUCN) ist der 6stliche Flachlandgorilla (Gorilla
beringei graueri) stark gefahrdet. Der westliche Flachlandgorilla (Gorilla gorilla gorilla), der
Cross River Gorilla (Gorilla gorilla diehli) und der Berggorilla (Gorilla beringei beringei) sind
laut IUCN vom Aussterben bedroht. Auch Bonobos (Pan paniscus) sowie Schimpansen (Pan
troglodytes ssp.) sind laut IUCN stark gefahrdet. Daran wird deutlich, wie wichtig der Schutz
dieser Arten vor schweren Krankheitsausbriichen ist.
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3.2.3 Zoonotisches Potential von Adenoviren

AdVs sind in der Regel streng wirtsspezifisch und infizieren Wirbeltiere von Fisch bis
Menschen (Wold und Horowitz 2007). F¢r die groCe Mehrzahl der AdVs wird eine
koevolution®re Entwicklung mit dem Wirt angenommen, wobei die Phylogenie von AdV
innerhalb einiger Genera auch jbertragungen von AdVs zwischen verschiedenen Wirten
vermuten [|2sst (Davison, Benk® et al. 2003). AdVs sind bekannt fir ihre
Rekombinationsf@ higkeit, was durch Ko-Infektionen beg¢nstigt wird (Vora, Lin et al. 2006,
Gray, McCarthy et al. 2007). Da vor allem AdVs mit rekombinierten Genomregionen detektiert
wurden, deren enkodierte Proteine mit der Wirtszelle interagieren, ist die Entstehung
rekombinanter AdVs, die sich an neue Wirte adaptieren k°nnen, nicht unwahrscheinlich
(Robinson, Singh et al. 2013).

In den letzten Jahren wurden zunehmend Hinweise fir das zoonotische Potential von
AdVs ver® ffentlicht. In Japan wurde in einer Stuhlprobe eines M2dchens mit Gastroenteritis
ein AdV detektiert, dass Hexon- und Fibergene enth?lt, die denen eines felinen AdV nahezu
identisch sind (Phan, Shimizu et al. 2006). Auch in Brasilien wurde ein AdV in dem
nasopharyngealen Aspirat eines Kindes mit respiratorischer Erkrankung gefunden, dass ein
Hexon-Genfragment aus einem Katzenadenovirus besitzt (Luiz, Leite et al. 2010). Das
humane HAdV-4 ist das Ergebnis eines Gentransfers zwischen einem HAdV-B Typ
menschlichen Ursprungs und einem HAdV-E Typ aus Schimpansen. (Dehghan, Seto et al.
2013). Dieses Beispiel veranschaulicht die F2 higkeit der Entwicklung von SAdV zu humanen
Pathogenen durch § bertragung und Rekombination.

In den USA wurde HAdV-52 aus der Stuhlprobe eines Patienten mit Gastroenteritis
isoliert. Phylogenetische Analysen zeigten, dass HAdV-52 sich stark von allen anderen HAdVs
unterscheidet, weshalb es einer neuen Spezies zugeordnet wurde (HAdV-G). Genomanalysen
zeigen die h°chste hnlichkeit von HAdV-52 zu diversen SAdV, isoliert aus Altweltaffen
(Jones, Harrach et al. 2007). In China wurde aus einer Stuhlprobe eines symptomlosen
Schimpansen ein neues AdV isoliert. In phylogenetischen Analysen wurde deutlich, dass es
nicht mit anderen SAdV zusammen einzuordnen ist, daf¢ér jedoch hohe Sequenz? hnlichkeit zu
HAdV-18, einem HAdV, hat (Zhou, Tian et al. 2014).

In einer Kotprobe eines wilden Schimpansen aus Uganda wurde eine AdV-Sequenz
detektiert, die nahezu identisch mit Hexonsequenzen von HAdV-D-Typen ist und
phylogenetisch in einem Kluster mit AdV-Sequenzen menschlichen Ursprungs liegt (Wevers,
Metzger et al. 2011). In der gleichen Studie wurden auch Sequenzen in einem Schimpansen
und einem Gorilla gefunden, die hohe hnlichkeit zu bzw. 100% Identit®t mit zu menschlichen
AdV-Sequenzen der Spezies HAdV-F aufweisen. AuCerdem wurde eine Sequenz von einem
Schimpansen identifiziert, die in der phylogenetischen Analyse zusammen mit HAdV-A
Sequenzen menschlichen Ursprungs gruppiert ist (Wevers, Metzger et al. 2011).

Im Jahr 1997 ereignete sich ein Ausbruch einer akuten Atemwegserkrankung bei
Pavianen im Primatenforschungszentrum in Texas. In Nasalabstrichen der Affen identifizierten
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Forscher vier neue AdVs (BaAdVs) mittels Gesamtgenomsequenzierung. Zudem wurden
anschlieCend Antik® rper gegen diese Viren bei den Pavianen und beim Personal gefunden,
was auf eine stattgefundene jbertragung zwischen Affe und Mensch schlieCen lieC (Chiu,
Yagi et al. 2013). W2 hrend eines Krankheitsausbruches mit schweren Infektionen der Lunge
und der Leber von Neuweltaffen in einem kalifornischen Primatenforschungszentrum wurde
ein neues AdV isoliert. Die Springaffen mussten teilweise euthanisiert werden. Der Forscher,
der den engsten Kontakt zu den kranken Affen hatte, entwickelte ¢ber 4 Wochen
respiratorische Symptome. Eine anschlieCende Serumprobe des Forschers war seropositiv f¢r
das neu entdeckte Virus (Chen, Yagi et al. 2011).

Zum einen verdeutlichen diese Studien die zoonotische jbertragung von AdVs mit
Ausbildung von Krankheitssymptomen und Entwicklung von Antik® rpern, und zum anderen
sind es Belege f¢r das Auftreten von Mehrfachinfektionen verschiedener HAdV-Spezies, aus
denen Inter-Spezies-Rekombinanten mit dem Potential zur Adaptation an neue Wirte
entstehen. Zusammenfassend haben AdVs das Potential zur zoonotischen § bertragung und
es besteht die Notwendigkeit weiterf¢ hrender Studien.
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5 DISKUSSION

5.1. HADV-PRAVALENZ

Um die Préavalenz von AdVs beim Menschen und bei NHPs in Subsahara-Afrika zu bestimmen,
wurden vier verschiedene PCR-Systeme angewendet. Zum einen eine generische PCR, die
die Gesamtheit der Mastadenoviren von Primaten mithilfe degenerierter Primer detektieren
soll, und zum anderen drei spezies-spezifische PCRs, die mittels spezifischer (nicht-
degenerierter) Primer Primaten-AdV der Spezies HAdV-B, -D oder AE detektieren. Es wurden
insgesamt 860 Fakalproben untersucht, wobei 568 Proben von acht Menschenaffen-Spezies
aus neun Waldgebieten stammten, und 292 Proben von Menschen gesammelt wurden, die in
naher Umgebung von vier der neun Waldgebiete leben (siehe Publikation 1 Fig. 1). Damit
handelt es sich um die erste umfassende Studie zur AdV-Pravalenz in allen in Afrika
vorkommenden Schimpansen- und Gorillaspezies sowie in Bonobos und sympatrischen
Menschenpopulationen.

Die Untersuchungen ergaben eine allgemeine HAdV-Pravalenz von 51% (75/146) fur
Schimpansen, 94% (79/84) fur Bonobos, 74% (251/338) fur Gorillas und 69% (201/292) fur
Menschen (siehe Publikation 1 Table 1). Diese Ergebnisse weisen auf eine allgemeine hohe
Infektionsquote mit HAdV in Subsahara- Afrika hin, womit vorherige Berichte zu hoher AdV-
Pravalenz in Afrika bestétigt werden konnten (Wevers, Metzger et al. 2011).

HAdV-E konnte in keiner der Gorilla- und Menschenproben detektiert werden, aber in 25%
der Schimpansen und 67% der Bonobos. Wahrend in keiner der Primatenproben HAdV-D
detektiert wurde, sind 43% der Menschenproben positiv fur HAdV-D. HAdV-C wurde in allen
Spezies mit relativ hoher Pravalenz gefunden. Die PCR-Systeme ergaben zudem eine
Pravalenz von 55% HAdV-B fir Gorillas, wahrend in nur 11% der Schimpansen und in keiner
der Proben von Menschen und Bonobos HAdV-B gefunden wurde (siehe Publikation 1 Table
1).

In einer weiterfihrenden Untersuchung zur Populationsentwicklung von HAdV-B wurde
mittels Bayes factor (BF) Vergleich herausgefunden, dass die PopulationsgréRe von HAdV-B
(getestet fur 2 HAdV-B OTU) mit hoher Wahrscheinlichkeit tber die Zeit konstant ist (siehe
Publikation 2 Table 4). Dies ist ein Hinweis darauf, dass somit auch die Pravalenz von HAdV-
B Uber groRe Zeitrdume hinweg konstant sein kénnte.

Alle momentan publizierten HAdV-B-Genome von Menschen stammen aus der USA,
Japan, China, Argentinien und Agypten. Daher waren Sequenzen von HAdV-B von Menschen
aus West- und Zentralafrika eine winschenswerte Erganzung. Allerdings wurde kein HAdV-B
in allen von uns untersuchten Humanproben aus vier Landern in Sub-Sahara-Afrika gefunden.
Dieses Ergebnis weist auf eine niedrige HAdV-B Pravalenz in Menschen hin, was mit einer
Studie Uber geringe serologische Pravalenzen der HAdV-B Typen 11, 35 und 50 in Sub-
Sahara-Afrika (Abbink, Lemckert et al. 2007) tUbereinstimmt.

Die verwendeten PCR-Systeme waren nicht komplett spezifisch, denn aufgrund der grof3en
Ahnlichkeit der HAdV-B, -D und -E Sequenzen untereinander wurde bei Abwesenheit der DNA
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der AdV-Ziel-Spezies die DNA anderer in der Probe anwesender AdV-Spezies amplifiziert.
Dadurch konnte in einigen Proben eine Multiinfektion mit verschiedenen HAdV-Spezies
identifiziert werden (siehe auch Abbildung 7).

5.2. GENETISCHE DIVERSITAT UND WIRTSPEZIFITAT

Fur die weiteren Ziele dieser Arbeit wurde umfangreicheres Sequenzmaterial von NHP aus
dem bereits beschriebenen Probenpool (Tabelle 1) bendtigt. Dazu wurden LD-PCR Systeme
entwickelt, die jeweils spezifisch fur HAdV-B, -C oder -D sind und mit denen alle AdV-positiven
Proben untersucht wurden. Drei Nested-Primer-Sets amplifizierten jeweils einen 5,6 kb grof3en
Genblock, der die konservierten Gene pV, pX und pVI sowie das variable Hexon-Gen umfasst.

Unter Verwendung eines GMYC-Ansatzes, einem Verfahren auf der Grundlage der Analyse
der Verzweigungsmuster eines phylogenetischen Baumes, konnte gezeigt werden, dass die
genetische Diversitat der verschiedenen HAdV Spezies das Ergebnis verschiedener
evolutiondrer Prozesse wie Rekombination, Mutation, Extinktion usw. ist (siehe Publikation 1
Fig. 2). HAdV-D und HAdV-E entwickelten sich aus Prozessen, die rein innerhalb ihrer
Wirtspezies stattgefunden haben, wahrend die Diversitat von HAdV-B und HAdV-C die Folge
aus einer Kombination aus Prozessen zwischen verschiedenen Wirtspezies und Prozessen
innerhalb einer Wirtspezies ist.

Mithilfe dieser Methode wurden fir HAdV-B finf operational taxonomic units (OTU)
identifiziert, von denen drei Sequenzen mehrerer Wirtsarten beinhalten. Die beiden
verbleibenden HAdV-B OTU beinhalten jeweils Sequenzen von nur einem einzelnen Wirt, zum
einem Gorillas und zum anderen Menschen (siehe Publikation 1 Table 3).

Diese Ergebnisse haben aber keine direkte taxonomische Auswirkung, denn OTU steht fiir
eine operationale Definition einer Gruppe von Arten, wenn, wie in dieser Studie, nur DNA-
Sequenzdaten verfugbar sind. Fir eine offizielle Spezies-Abgrenzung werden mehr
Informationen Uber ein AdV benétigt als die genetische Information (Harrach, Benkd et al.
2011).

Der Pool der AdV-Sequenzen aus wilden Menschenaffen wurde im Rahmen dieser Arbeit
erheblich erweitert, wodurch die Kenntnis zur Wirtspezifitat der HAdVs vervollstandigt werden
konnte. Wie in friheren Studien (Roy, Vandenberghe et al. 2009, Wevers, Metzger et al. 2011)
vermutet, konnte die Annahme Uber die Evolution von HAdV durch eine starke langfristige
Assoziation mit ihren homininen Wirten bestatigt werden. Bei HAdV-C ist davon ausgehen,
dass es mit seinen Wirten kodivergiert ist. Im Gegensatz dazu widerspricht die
Verzweigungsreihenfolge von HAdV-B, -D und -E im Stammbaum einem reinen Kodivergenz-
Schema. Die verschiedenen HAdV-Spezies unterscheiden sich somit in ihrem
Diversifikationsprozess und die Evolution der HAdVs ist somit komplexer als bisher
angenommen.
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5.3. SPEZIESUBERGREIFENDE UBERTRAGUNGEN

Der Gorilla wurde anhand einer Rekonstruktion des urspriinglichen Wirtes als letzter
gemeinsamer Vorfahre aller HAdV-B identifiziert und somit wurde die anfangliche Hypothese
dieser Arbeit bestatigt. Fur alle drei HAdV-B OTU, die Sequenzen von Gorillas beinhalten, ist
der Gorilla der Wirt mit der besten statistischen Unterstitzung als letzter gemeinsamer
Vorfahre (siehe Publikation 1 Table 3).

Es konnte belegt werden, dass HAdV-B von Gorillas auf Schimpansen und Menschen
tibertragen wurden und die Ubertragungsereignisse konnten quantifiziert werden. Am
haufigsten fanden Wirtswechsel von Gorillas zu Schimpansen mit sechs bis sieben
Ubertragungen statt (siehe Publikation 1 Fig. 3). Zwei unabhangige HAdV-B
Ubertragungsereignisse auf den Menschen sowie Hinweise fir Ubertragungen von
Schimpansen auf Menschen konnten ermittelt werden.

Unter der Annahme, dass die Kalibrierung der gegenwartigen phylogenetischen Analysen
korrekt ist, scheint es, dass Ubertragungen von HAdV-B zwischen den Homininen mit sehr
niedriger Frequenz aufgetreten sind. Innerhalb der Spezies HAdV-B wurden etwa zehn
Ubertragungsereignisse innerhalb von 4,5 Millionen Jahren abgeleitet (siehe Publikation 1 Fig.
4), von denen nur drei in Richtung der Menschen gingen. Da HAdV-B in keiner
Menschenpopulation, die in der Nahe von Menschenaffen lebt, gefunden wurde, ist die
Frequenz gegenwartiger Ubertragungsereignisse wahrscheinlich auRerst niedrig. Diese
Situation ist vergleichbar mit dem, was fir Plasmodium falciparum, den humanen
Malariaerreger, berichtet wurde. Plasmodium falciparum entstand vermutlich infolge einer
einzigen Ubertragung von Gorilla auf Mensch (Liu, Li et al. 2010, Rayner, Liu et al. 2011).
Plasmodium spp. aus Menschenaffen inklusive des Gorilla-spezifischen Vorlaufers von
Plasmodium falciparum wurden bisher in keiner sympatrischen Menschenpopulation gefunden
(Sundararaman, Liu et al. 2013). Im Gegensatz dazu gibt es bei den simianen
Immundefizienzviren SIVcpz und SIVgor, die in den letzten 100 Jahren mindestens viermal
auf Menschen ubertragen wurden, eine sehr heterogene Verteilung in Populationen von
Schimpansen und Gorillas, wobei die Nachweisquote in Fézes viel niedriger ist als die bei
HAdVs oder Plasmodium falciparum (Sharp und Hahn 2011). Diese drei Beispiele
verdeutlichen, dass die Aussagekraft von Pravalenz und Wirtspezifitdt Uber das zoonotische
Potenzial von NHP-Erregern als gering einzuschatzen ist (Calvignac-Spencer, Leendertz et al.
2012).

Speziesiibergreifende Ubertragungen von Erregern zwischen Menschenaffen und
Menschen werden durch effektive Exposition beglnstigt, die wiederum von der
Ubertragungsweise des Erregers und von der Uberschneidung der Habitate von Ursprungs-
und Zielwirt abhangig ist (Rayner, Liu et al. 2011). In Zentralafrika gibt es eine erhebliche
Uberschneidung von Lebensraum und Nahrung von Schimpansen und Gorillas (Yamagiwa
und Basabose 2006, Yamagiwa und Basabose 2009, Head, Boesch et al. 2011, Junker, Blake
et al. 2012, Oelze, Head et al. 2014). Gruppen von Schimpansen und Gorillas wurden
beispielsweise bei der Nahrungssuche auf demselben Obstbaum am gleichen Tag oder sogar
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zur selben Zeit beobachtet (Walsh, Breuer et al. 2007). Fir die Erregeribertragung zwischen
Gorillas und Schimpansen Uber die Umwelt scheint es reichliche Moglichkeiten zu geben,
wobei direktem Kontakt eine geringe Bedeutung zuzuschreiben ist. Uber korperliche
Auseinandersetzungen zwischen Schimpansen und Gorillas in der Wildnis wurden bisher nicht
berichtet. HAdVs werden leicht von Mensch zu Mensch durch die Umwelt tbertragen, vor
allem Uber fakal-orale und respiratorische Routen (Pina, Puig et al. 1998, van Heerden, Ehlers
et al. 2005, Gray 2006, Russell, Broderick et al. 2006, Sibanda und Okoh 2012). Daher ist zu
vermuten, dass zumindest ein Teil der hier beschriebenen sechs Ubertragungsereignisse von
Gorillas auf Schimpansen Uber die Umwelt stattgefunden hat. Fur speziestbergreifende
Ubertragungen von HAdV ist das Teilen von Lebensraumen von groRer Bedeutung.

Bevdlkerungsgruppen, die im Regenwald oder in unmittelbarer Nahe zu diesem leben,
waren wohl schon immer auf Buschfleisch, einschlieZlich Buschfleisch von Menschenaffen,
zur Deckung ihres Proteinbedarfs angewiesen (Malhi, Adu-Bredu et al. 2013). Der Zugang zu
gejagten Tieren und Buschfleisch resultiert in direkten Kontakt mit den Tieren und damit in
eine mogliche Virusibertragung.

5.4. REKOMBINATIONSPOTENTIAL

Es ist bekannt, dass rekombinante HAdV-B in Menschenaffen zirkulieren (Roy, Vandenberghe
et al. 2009, Dehghan, Seto et al. 2013). Diese Erkenntnis stammt jedoch ausschliel3lich von
Tieren, die in Gefangenschaft gehalten wurden. Ein Austausch genetischer Informationen
konnte daher auf Orte wie z. B. zoologische Garten beschrankt sein, an denen bei
Menschenaffen untereinander sowie mit Menschen in sehr engem Kontakt stehen und somit
eine vergleichsweise starke Exposition gegenuber Viren anderer Wirte besteht. Aus diesem
Grund sollte hier das Rekombinationspotential von HAdV-B bei wilden Menschenaffen
untersucht werden.

Die Voraussetzung fur eine mdgliche Rekombination ist die Anwesenheit mindestens
zweier unterschiedlicher AdVs in einem Wirt. In Rahmen der hier durchgefiihrten PCR-
Screenings wurden in 24% eines Proben-Subsets (7/29) verschiedene HAdV-B in der jeweils
gleichen Gorillaprobe identifiziert (siehe Abbildung 7). In einer anderen aktuellen Studie waren
16,4% der untersuchten wilden Gorillas und Schimpansen koinfiziert, wobei es sich dabei um
eine Infektion mit verschiedenen HAdV-Spezies handelte (Seimon, Olson et al. 2015).
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Abbildung 7 Phylogenetische Analyse von Hexonsequenzen unterschiedlicher PCRs

Die PCR-Ergebnisse von 29 Kotproben wilder Gorillas lieferten Hinweise fir das Vorkommen
verschiedener HAdV-B in einer Probe. Sie waren HAdV B-positiv sowohl mit der Hexon-PCR (270 bp)
als auch mit der LD-PCR (5,6 kb; pVIIl um HEX). Alle 58 PCR-Fragmente wurden sequenziert und ein
phylogenetischer Baum mithilfe des Tree-Builders von Geneious Pro konstruiert. Zur einfachen
Veranschaulichung sind die Sequenzen von Proben, die nach beiden PCRs identisch waren, nicht im
Baum annotiert. Es wurden nur die Sequenzpaare im Baum markiert, die im Baum jeweils
unterschiedliche Positionen eingenommen haben. Diese sind mit farbigen Rechtecken gekennzeichnet,
7 von 29 Sequenzpaare sind jeweils in verschiedenen Untergruppen des Baumes angeordnet, was
darauf hindeutet, dass zwei verschiedene HAdV-B in einer Stuhlprobe bei 7 von 29 Gorillas auftreten
(24%).

Fur Rekombinationsanalysen wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht, komplette
Genome durch das Amplifizieren von weit Uberlappenden PCR-Produkten zu erhalten.
Mit dieser Methode wurden zwei fast komplette Genomsequenzen und finf weitere
Teilgenome von HAdV-B aus wilden Gorillas generiert.
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Fur die vergleichende Untersuchung von bereits veréffentlichten HAdV-B Genomen von
Gorillas mit den hier erzeugten Sequenzen aus wilden Gorillas wurde das Genom aus Probe
#6759 verwendet, da bei dieser Genomsequenz an beiden Enden weniger als 100 bp fehlen
und somit die &uRersten kodierenden Sequenzen vollstandig sind.

Um Sequenz-Ahnlichkeiten und -Unterschiede zu detektieren, wurden die
Komplettgenome mit einem Programm (mVISTA) analysiert, das durch paarweise Alignments
Sequenzen vergleicht und dies grafisch darstellt (siehe Publikation 2 Fig. 1). Dabei war das
#6759-Genom einem HAdV-B-Genom aus einem Schimpansen am ahnlichsten, gefolgt von
einem Gorilla-AdV- und einem weiteren Schimpansen-AdV-Genom. Der Vergleich mit allen
anderen vertffentlichten AdV-Genomen aus Menschenaffen (Gorilla, Schimpanse und
Bonobo), die samtlich in Gefangenschatft gehalten wurden, ergab wesentlichere Unterschiede
in den Bereichen der Gene Penton, Hexon, E3 und Fiber. Diese Ergebnisse gaben erste
Hinweise fur das Auftreten von genomweiten Rekombinationsereignissen zwischen HAdV-B
von Schimpansen und Gorillas, die ihren Ursprung nicht nur in Gefangenschaft haben,
sondern auch von wilden Tieren stammen.

Um die genetischen Beziehungen zwischen den verschiedenen HAdV-B-Mitgliedern
besser zu verstehen und weitere Hinweise auf Rekombination zu finden, wurden
vergleichende Stammbaum-Analysen durchgefihrt, die auf Alignments vier verschiedener
Genomregionen (Penton, pVII-pVI, Hexon, Fiber) basierten (siehe Publikation 2 Fig. 2). Dabei
wurden je nach analysiertem Genomabschnitt Unterschiede in der generellen Baum-Topologie
sowie in der Zusammensetzung der verschiedenen monophyletischen HAdV-B-Gruppen
deutlich erkennbar.

Diese Studie und frihere Berichte, die Rekombination von HAdV-B von in
Gefangenschaft lebenden GroRaffen und Ubertragung zwischen den Primatenarten zum
Gegenstand hatten (Roy, Vandenberghe et al. 2009, Wevers, Leendertz et al. 2010, Dehghan,
Seto et al. 2013, Robinson, Singh et al. 2013), zeigen, dass speziesibergreifende
Ubertragungen sowie anschlieRende genomweite Rekombination wahrscheinlich eine
bedeutende Rolle wahrend der Evolution von HAdV-B hatten.

5.5. SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Frihere Vermutungen Uber die Rolle von natirlichen Wirtswechseln in der Evolution von
Primaten-AdVs (Purkayastha, Ditty et al. 2005, Roy, Vandenberghe et al. 2009, Wevers,
Metzger et al. 2011) konnten in dieser Arbeit bestéatigt werden. So konnte gezeigt werden,
dass Wirtwechsel innerhalb einer HAdV-Spezies die Folge langfristiger Assoziationen mit
neuen homininen Wirten sind, wofir HAdV-B ein besonders gutes Beispiel ist. Die Annahme,
dass die Mitglieder der sehr heterogenen HAdV-B Linie, die in den hier durchgeflihrten
Analysen funf OTUs umfasst, Gorillas Uber mehrere Millionen Jahre parasitiert haben mussen,
wurde durch mehrere Feststellungen belegt. Erstens, alle Gorillaspezies sind mit hoher
Pravalenz mit HAdV-B infiziert. Zweitens, drei der funf HAdV-B OTUs beinhalten Gorilla-AdVs,
und ihr rekonstruierter ursprunglicher Wirt ist der Gorilla. Drittens, die Populationsgréf3en von
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zwei dieser OTUs blieben lber hunderttausend Jahre stabil, was mdglicherweise auch auf
eine hohe Pravalenz in diesem Zeitraum hindeutet. Des Weiteren ist der Gorilla der
rekonstruierte Wirt des letzten gemeinsamen Vorfahren der gesamten HAdV-B-Linie.

Gegenwartig sind HAdV-B Infektionen mit akuten Atemwegserkrankungen bei
Menschen assoziiert, welche eine erhebliche Morbiditat erreichen und teilweise tddlich
verlaufen kdnnen (Kajon, Lu et al. 2010). Interessanterweise sind zwei HAdV-B-Spezies in
relativ ferner Vergangenheit aufgetreten, eventuell sogar schon vor dem Auftreten der
gegenwartigen Spezies Homo sapiens. Unter der Annahme, dass sich HAdV-Infektionen in
der Vergangenheit genauso ausgewirkt haben wie gegenwartig, kdnnte HAdV-B somit Uber
einen Grof3teil unserer kompletten Spezies-Lebenszeit &hnliche Konsequenzen auf die
menschliche Gesundheit gehabt haben.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Rekombination von HAdV-B
unter wilden Gorillas stattfindet und zwar unter natirlichen Lebensbedingungen und nicht nur
an Orten mit kinstlich hervorgerufenem engem Kontakt zwischen Primaten, wie
beispielsweise in Zoos. Haufige Rekombinationsereignisse zwischen HAdVs, die aus einer
Virusubertragung zwischen Menschenaffen und Menschen resultieren, erhéhen die
genetische Diversitat von HAdVs und die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten neuer
pathogener HAdV-Varianten (Walsh, Chintakuntlawar et al. 2009, Robinson, Singh et al.
2013).

Die Wabhrscheinlichkeit fir eine Infektion mit solchen rekombinanten AdVs ist flr
Bevdlkerungsgruppen erhoht, die in Regionen von Subsahara-Afrika leben, zum einen
aufgrund der hohen Pravalenz von HAdVs in Menschenaffen und zum anderen aufgrund
Uberlappender Lebensraume von Menschen und Menschenaffen (durch mdgliche fakale
Kontamination von Trinkwasser sowie durch die Jagd, das Schlachten und den Handel von
Buschfleisch (Woolhouse und Gaunt 2007, Parrish, Holmes et al. 2008)).

Betrachtet man die Entwicklung von HIV und aktuell Ebola, so wird deutlich, welche
Bedeutung Zoonosen fir die Weltgesundheit darstellen und welche weitreichende Bedeutung
solche Epidemien fur die 6ffentliche Gesundheit besitzen. Da einige AdVs ein hachgewiesenes
zoonotisches Potential besitzen und schwere Ausbriiche von Atemwegserkrankungen bei
Menschen und Affen (Sanchez, Binn et al. 2001, Kandel, Srinivasan et al. 2010, Chen, Yagi
et al. 2011, Chiu, Yagi et al. 2013) auslésen koénnen, sollten weitere Untersuchungen an
Primaten-AdVs in Sub-Sahara-Afrika durchgefihrt werden, um aktuelle
Ubertagungsereignisse zu beobachten und die Faktoren zu ermitteln, die diese ermdglicht
haben.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Diversitat und Evolution von Adenoviren bei Primaten in Subsahara-Afrika

Humane Adenoviren (HAdV A-G) sind in der Bevdlkerung sowie bei nichthumanen Primaten
(NHP) weit verbreitet. HAdV-B ist ein bedeutender Erreger bei Respirationstrakt-, Augen- und
Harnwegsinfektionen des Menschen und wurde auch im Kot von NHP in gro3en Mengen
nachgewiesen. Die Biodiversitdat und Evolution von HAdV-B wurde bisher nicht im Detail
untersucht.

Ziel der vorliegenden Studie war es, die molekulare Epidemiologie von HAdV von
Menschenaffen und Menschen im tropischen Afrika mit Schwerpunkt auf HAdV-B zu
untersuchen, die Art und Haufigkeit der Ubertragungen von HAdV-B zu bestimmen und
rekombinante HAdV-B in wilden Menschenaffen zu identifizieren. Hierzu wurden 568
Kotproben von acht wilden Menschenaffen-Unterarten aus neun Waldgebieten in ganz Afrika
sudlich der Sahara in die Studie eingeschlossen. Zusatzlich wurden 292 Stuhlproben von
Menschen untersucht, die in benachbarten Ddrfern von vier der Waldgebiete lebten. Die
Analyse aller Proben mit generischen und spezifischen PCR-Systemen ergab eine hohe
HAdV-Pravalenz fiir alle Wirte: Die kumulative Primaten-AdV-Pravalenz lag bei 51% (75/146)
bei Schimpansen, 94% (79/84) bei Bonobos, 74% (251/338 ) bei Gorillas, und 69% (201/292)
beim Menschen. Wéahrend HAdV-C in allen untersuchten Spezies gefunden wurden, wurde
HAdV-D nur bei Menschen und HAdV-E nur bei Schimpansen und Bonobos gefunden. HAdV-
B wurde bei 55% aller untersuchten Gorillaspezies und in wenigen Schimpansen detektiert.
HAdV-B wurden nicht bei Menschen und Bonobos gefunden.

Um die evolutionaren Beziehungen von HAdV der Menschenaffen und Menschen zu
untersuchen, wurde umfangreicheres Sequenzmaterial mittels Durchfiihrung von Long
Distance PCR erfasst, die einen Block aus 4 Genen (V, pX, pVI, Hexon) amplifiziert. Zuerst
wurde die genetische Vielfalt mittels PhyML (maximum likelihood phylogenies) untersucht und
dabei eine hohe Diversitat in HAdV-B von Gorillas gefunden. In einem nachsten Schritt wurden
im Rahmen einer Bayes-Analyse Gorillas als statistisch bestgestiitzte Wirtvorfahren der
gesamten HAdV-B-Gruppe identifiziert. Der Ursprung der Spezies HAdV-B in Gorillas geht
einher mit Ubertragungsereignissen auf Menschen und Schimpansen. Diese
Ubertragungsereignisse sind quantifiziert worden mit 6-7 Wirtswechseln vom Gorilla auf den
Schimpansen sowie 2 Wirtswechseln vom Gorilla auf den Menschen.

Mithilfe eines Bayes-Chronogramms konnten die Ubertragungen zeitlich eingeordnet
werden, wobei eine niedrige HAdV-B-Ubertragungsrate von Gorillas mit einem Mittelwert von
2,2 Ubergangen zu Schimpansen pro Mio. J. und 0,7 Ubergange auf den Menschen pro Mio.
J. errechnet wurde. Interessanterweise wurden Ubertragungsereignisse ermittelt, die
stattgefunden haben missen bevor der moderne Homo sapiens auftrat, sodass
schlussgefolgert werden kann, dass HAdV-B-Viren die Gesundheit des Menschen schon friihe
Vorfahren des modernen Menschen beeinflusst haben missen.
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Zusammenfassung

Wenn Ubertragungen von HAdV-B zwischen Mensch und NHP auftreten, liegt die Vermutung
nahe, dass auch eine Rekombination zwischen ihnen auftritt. Fiir Rekombinationsstudien von
HAdV-B von wilden Gorillas wurden groRere Genomfragmente mittels Amplifikation weit
Uberlappender PCR-Fragmente erzeugt. Ein nahezu vollstandiges HAdV-B-Genom von einem
wilden Gorilla und bisher verdéffentlichte HAdV-B Genome von NHP wurden mit einer mVISTA
Analyse mittels paarweiser Genomvergleiche untersucht. Wahrend der zentrale Teil des
Genoms am ahnlichsten zu einem HAdV-B-Genom von einem in Gefangenschaft gehalten
Gorilla (SAdV-28.2) ist, waren die &uReren Abschnitte am ehesten mit einem HAdV-B-Genom
von einem in Gefangenschaft gehaltenen Schimpansen (SAdV-33) verwandt.

Nachfolgend wurden vergleichende phylogenetische Analysen durchgefihrt, bei der
allgemeine Hotspots (Pentonbasis, Hexon-Gen; Fiber-Gen) der AdV Rekombination
untersucht wurden. Die ermittelten phylogenetischen Baume zeigen Diskordanz in Form und
Subgruppenkomposition des HAdV-B-Baums, was auf genomweite Rekombination wahrend
der Evolution der Mitglieder der Spezies HAdV-B in wilden Gorillas hindeutet. Es konnte
aufgezeigt werden, dass Rekombination zwischen HAdV-B auch in natirlichen Lebensraumen
und nicht nur unter Lebensbedingungen mit kiinstlich erzeugter Nahe zwischen Primaten, wie
in  Zoologischen Garten, auftritt. Gegenwartige Ubertragungen von HAdV-B von
Menschenaffen auf den Menschen mit anschlie@ender Entstehung von pathogenen
Rekombinanten kann somit nicht ausgeschlossen werden. Die Wahrscheinlichkeit fir eine
Infektion mit derartigen rekombinanten AdVs ist fir Menschen in einigen Regionen Afrikas
sudlich der Sahara aufgrund der hohen Pravalenz von HAdV in NHP und der tGberlappenden
Lebensraume von Mensch und Menschenaffen sowie der Jagd und dem Handel von
Buschfleisch erhdht.

Aus den Erkenntnissen dieser Studie ist zu schlussfolgern, dass beim Menschen zirkulierende
HAdV-B zoonotischen Ursprungs sind. Im Hinblick auf die erhebliche Bedeutung von
Zoonosen fur die 6ffentliche Gesundheit sind weitere Untersuchungen zu AdVs in Subsahara
notwendig.
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7 SUMMARY

Diversity and evolution of adenoviruses in primates of sub-Saharan Africa

Human adenoviruses (HAdV A-G) are highly prevalent in the human and nonhuman primate
(NHP) population. HAdV-B is an important human pathogen causing respiratory tract-, eye-
and urinary tract infections and also was detected in feces of great apes in large quantity. The
origin and evolution of HAdV-B has so far not been studied in detalil.

The goals of the present study were to study the molecular epidemiology of HAdV infecting
great apes and humans in tropical Africa with focus on HAdV-B, to investigate the cross-
species transmission frequency of HAdV-B and to explore HAdV-B recombination in wild great
apes.

568 fecal samples were collected in the wild from eight great ape species and subspecies of
nine forest sites throughout sub-Saharan Africa. In addition, 292 samples from people living in
neighboring villages at four of these sites were tested. All samples were analyzed with generic
and specific PCR systems. High prevalence of HAdVs was detected in all hosts. Cumulative
primate AdV prevalence was 51% (75/146) in chimpanzees, 94% (79/84) in bonobos,
74% (251/338) in gorillas, and 69% (201/292) in humans. While we identified HAdV-C in all
investigated species, HAdV-D was detected only in humans and HAdV-E in chimpanzees and
bonobos. HAdV-B was found in 55% of all investigated gorilla samples and in some
chimpanzee samples. Humans and bonobos were HAdV-B negative.

To examine the evolutionary relationships of great ape and human members of HAdV-species,
additional sequence information was created by long-distance PCR amplifying a block of
4 genes (V, pX, pVI, hexon). First the genetic diversity comprised in this dataset was explored
by performing a ML analysis using PhyML. A high HAdV-B diversity was found in gorillas. In a
next step, gorillas were identified as the best supported ancestral host of the entire HAdV-B
group performing a Bayesian framework followed by assumption that transmissions from
gorillas to humans and chimpanzees must have occur. By quantifying these transmission
events, the most frequent host switches were those from gorillas to chimpanzees with 6 to 7
transmissions. Two HAdV-B transmission events from gorillas to humans were identified.
With a Bayesian chronogram transmissions were located in time. The inferred rate of gorilla-
derived HAdV-B transmission events was low, with a mean of 2.2 transitions to chimpanzees
per My and 0.7 transitions to humans per My. Interestingly, some transmission events occurred
before our species emerged. This indicated that HAdV-B affected human health for the entire
lifetime of our species.

To identify recombinants of HAdV-B from wild gorillas larger genome fragments and a near
complete genome were determined and in mVISTA analysis pairwise aligned. While the central
part of the wild gorilla’s HAdV-B genome was most similar to a captive gorilla’s HAdV-B
genome (SAdV-28.2) the outer portions were most closely related to a captive’s chimpanzee
HAdV-B genome (SAdV-33). In addition, a comparative phylogenomic approach was
performed analyzing general hot spots (penton base to hexon gene; fiber gene) of AdV
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Summary

recombination. The phylogenetic trees revealed discordance in HAdV-B tree shape and
subclade composition indicating that genome-wide recombination occurred during evolution of
wild gorillais members of species HAdV-B. It was concluded that AdV recombination occurs
also in natural habitats and not only in sites of artificially close inter-primate contact like
zoological gardens.

The generated data show that current-day transmissions of HAdV-B members from great apes
to humans with subsequent emergence of recombinants cannot be excluded. The likelihood
for infection with such recombinant AdVs increases for people in some regions of sub-Saharan
Africa, because of the high AdV prevalence in NHP, overlapping habitats of humans and great
apes and bush meat hunting and trade.

Based on the data presented here it can be concluded that HAdV-B circulating in humans are
of zoonotic origin. With regard to the importance of zoonoses for public health further
investigations on primate AdVs in sub-Saharan disease outbreaks are needed.
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