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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Papillomviren (PV) sind kleine, unbehillte Viren mit einem zirkuldren, doppelstrangigen
DNA-Genom in der Grofde von etwa 8 kb. Sie werden in PV-Typen und Ubergeordnete Taxa
wie Arten und Gattungen eingeteilt. Ein PV-Typ wird durch die Initialen des Binomens seines
Wirtes und ,PV’ bezeichnet und fortlaufend nummeriert. In der Haut und Schleimhaut von
Saugetieren, Végeln und Schildkréten rufen PV-Infektionen vorwiegend gutartige Lasionen,
aber auch bdsartige Tumoren hervor.

Die geringe Zahl bekannter PV nicht humaner Wirte (68 PV-Typen aus 37 von 5416
Saugetierarten) fiuhrte zu widersprichlichen Annahmen Uber die Evolution dieser Viren.
Ferner sind von klassischen Labortieren keine PV-Typen bekannt, weshalb aktuell kein
Maus- oder Rattenmodell existiert. Das Ziel dieser Arbeit war es, neue PV-Typen zu
isolieren, ihre potenziellen Eigenschaften bioinformatisch zu charakterisieren und ihre
Verwandtschaftsverhaltnisse darzustellen.

Von verschiedenen Tierarten wurden mithilfe PV-spezifischer PCR zahlreiche neue PV
nachgewiesen. Davon konnten sieben vollstandige PV-Genome isoliert, kloniert und
sequenziert werden. Sie wurden den PV-Nomenklaturregeln entsprechend als EePV1 (Wirt:
europaischer Igel), RnPV1 (Wirt: Wanderratte), PphPV1, PphPV2 und PphPV3 (Wirt:
Schweinswal), DdPV1 (Wirt: gemeiner Delfin) und TtPV3-Variante (Wirt: atlantischer
Weillseitendelfin) bezeichnet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Verwandtschaftsverhéltnisse ermittelt: 1. EePV1
wurde als neue PV-Gattung Dyoeta-PV klassifiziert. Es bildete die Schwestergruppe zur
Beta-PV-Gattung (Wirte: Primates). Sein Genom besitzt eine zweite nicht kodierende
Region, die nur in den nicht ndher verwandten Lambda-PV (Wirte: Carnivora) vorkommt und
daher wahrscheinlich zweimal unabhangig voneinander entstanden ist. 2. RnPV1 (Wirt:
Wanderratte) bildete eine monophyletische Gruppe mit bekannten Pi-PV (Wirte: Rodentia)
und zeigte nahe Verwandtschaft zum karzinogenen McPV2 (Wirt: Vielzitzenmaus). 3. Die
neuen Cetacea-PV gruppierten sich in zwei unterschiedlichen Linien. Wahrend die meisten
eine monophyletische Gruppe mit bekannten Cetacea-PV der Gattungen Omikron- und
Upsilon-PV bildeten, war PphPV3 nicht ndher mit den brigen Cetacea-PV verwandt. Aul3er
PphPV3 zeigten die Cetacea-PV in den Stammbdumen der frihen bzw. spaten Gene
widersprichliche Positionen. Die TtPV3-Variante wurde aus einer anderen als der
eigentlichen Wirtsart (groRer Tummler) isoliert.

Es konnte gezeigt werden, dass neben der Ko-Divergenz von Virus und Wirt auch adaptive
Radiation, zwischenartliche Ubertragung und Anpassung an einen neuen Wirt sowie
Rekombination eine Rolle bei der Evolution der PV spielen. Ferner bildet die Isolierung von
RnPV1 die Grundlage fur die Etablierung eines Tiermodells zur Untersuchung PV-induzierter
Erkrankungen anhand eines klassischen Labortieres.



Summary

Summary

Papillomaviruses (PV) are small, non-enveloped viruses with a circular double stranded DNA
genome of approximately 8 kb in size. They are classified into PV types and higher
taxonomic levels such as species and genera. PV types are named by the initials of the
scientific species name of the host plus ‘PV’ and followed by a continuous numbering. PV
infect the skin and mucosa of mammals, birds and turtles and cause benign but also
malignant tumours.

The small number of non-human PV (68 PV types from 37 of 5416 mammalian species) has
led to different assumptions about the evolution of these viruses. Moreover PV types from
classical laboratory animals are not known, which is the reason why rat or mouse disease
models do not exist for PV. Therefore it was the aim of this work to isolate new PV and to
characterise their potential properties by bioinformatic approaches and to analyse their
phylogenetic relationships.

Numerous new PV types from different animals were identified by PV specific PCR. Out of
these, seven complete PV genomes were isolated and subsequently cloned and sequenced.
According to PV nomenclature the new PV types were designated as EePV1 (host:
European hedgehog), RnPV1 (Host: Norway rat), PphPV1, PphPV2, und PphPV3 (host:
Harbour porpoise), DdPV1 (host: Common dolphin), and TtPV3-variant (host: Atlantic white
sided dolphin).

In this thesis, the following relationships could be determined: 1. EePV1 was classified as the
new genus Dyoeta-PV and constituted the sister group of the Beta-PV genus (hosts:
primates). Its genome exhibits a second non coding region that is only present in distantly
related Lambda-PV (hosts: carnivores) and therefore possibly arose twice independently. 2.
RnPV1 constituted a monophyletic group with known Pi-PV (hosts: rodentia) showing a close
relationship to the carcinogenic McPV2 (host: multimammate rat). 3. The new cetacean PV
clustered in two different lineages. While the majority of them constituted a monophyletic
group with the known cetacean Omikron- and Upsilon-PV, PphPV3 was only distantly related
to the remaining cetacean PV. Except for PphPV3, all cetacean PV showed conflicting
phylogenetic positions within trees calculated either from early or from late genes. TtPV3
variant was isolated from a species distinct from its original host (bottlenose dolphin).

It was shown that, beside co-divergence of viruses and hosts, other evolutionary
mechanisms such as interspecies transmission and adaption to the new host, adaptive
radiation and also recombination are involved in PV evolution. Furthermore the isolation of
RnPV1 represents a promising basis for establishment of a new animal disease model to

study PV induced diseases including cancer in a classical laboratory animal.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Papillomvirus-Infektionen bei Menschen und Tieren

Papillomviren (PV) infizieren mukosale oder kutane Epithelien verschiedener Tierarten,
einschlief3lich des Menschen (Howley und Lowy, 2007). Sie verursachen sowohl gutartige
als auch bdsartige, proliferative Lasionen der Plattenepithelien der Haut oder der
Schleimhaut (Sundberg et al., 1996). Dabei ist ihr Replikationszyklus an die Differenzierung
ihrer Wirtszellen angepasst (Doorbar, 2005).

Infektionen des Anogenitalbereichs durch sogenannte genitale humane PV (HPV) der
Gattung Alpha-PV sind eine der haufigsten sexuell Ubertragbaren Krankheiten des
Menschen. Genitale HPV-Typen I6sen Feigwarzen (Condylomata accuminata) des
Anogenitalbereichs aus. Des Weiteren induzieren sie in der Gebarmutterschleimhaut
zervikale, intraepitheliale Neoplasien (engl.: cervical intraepithelial neoplasia, CIN), die zum
invasiven Zervixkarzinom progredieren kénnen (zur Hausen, 2002). Die HPV-Typen HPV-16
und -18 sind ursachlich fir 70 % aller Zervixkarzinome und werden daher als HPV-Typen
hohen Risikos (HR-HPV) Kklassifiziert (zur Hausen, 1996). Beim Menschen ist das
Zervixkarzinom die weltweit zweithaufigste Krebsentitat bei Frauen.

Bei Makaken sind ebenfalls genitale PV-Typen bekannt, die mit CIN-Lasionen und
Zervixkarzinomen assoziiert sind (Ostrow, La Bresh und Faras, 1991; Wood et al., 2007;
Chen et al.,, 2009; Tomai¢ et al., 2009). Sexuell Ubertragbare Infektionen sind auch bei
Walen wund Delfinen bekannt und werden als mogliche Ursache verminderter
Fortpflanzungsraten dieser bedrohten Tiere diskutiert (Van Bressem et al., 1996, Rehtanz et
al., 2006, Van Bressem et al., 2007; Rector et al., 2008; Rehtanz et al., 2010).

Kutane PV-Infektionen verlaufen oft asymptomatisch (Antonsson et al., 2000), kénnen aber
auch zu morphologischen Veranderungen der Haut fiihren. Diese gutartigen Hautver-
anderungen werden als kutane Warzen bezeichnet. Man unterscheidet gemeine Warzen der
Hande und FiRe (Verrucae vulgares), Plantarwarzen (Verrucae plantares) und plane
Warzen (Verrucae planae juveniles). Sie werden beim Menschen vor allem durch
sogenannte warzenassoziierte HPV-Typen induziert. Dazu gehoéren die Arten Alpha-2- und
Alpha-4-PV sowie die Gattungen Mu- und Nu-PV. Die Beta- und Gamma-PV werden
generell als kutane PV bezeichnet (de Villiers et al., 2004). Besonders immunsupprimierte,
organtransplantierte  Personen und Patienten mit der seltenen Erbkrankheit
Epidermodyplasia verruciformis weisen ein erhoéhtes Risiko fir die Entstehung kutaner
Warzen sowie Plattenepithelkarzinomen (engl.: squamous cell carcinoma; SCC) und ihrer
Vorlauferlasionen, den aktinischen Keratosen (AK), auf (Harwood et al., 2000; Majewski und
Jablonska, 2006, Orth, 2006; Akgll, Cooke und Storey, 2006). SCC ist eine Form des nicht

melanozytaren Hautkrebses (engl.: non melanoma skin cancer; NMSC). In der kaukasischen
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Bevdlkerung stellt NMSC die haufigste Krebsentitat dar (Euvrard, Kanitakis und Claudy,
2003). Vermutlich sind kutane HPV-Typen in der Lage, als Kofaktor bei der
Hautkrebsentstehung zu wirken (Nindl, Gottschling und Stockfleth, 2007).

Kutane PV-Typen verschiedener Sdugetiere zeigen sehr ahnliche Eigenschaften wie kutane
HPV (Antonsson und Hansson, 2002). Bei Nutztieren (besonders Rinder) verursachen PV-
induzierte Tumoren betrachtliche wirtschaftliche Schaden (Borzacchiello und Roperto, 2008;
Nasir und Campo, 2008; Diniz et al.,, 2009). Kutane PV sind mit Hautldsionen
immundefizienter Hunde und Frettchen (Ordnung: Carnivora) assoziiert (Tobler et al., 2006;
Rodriguez et al., 2010). An sonnenlichtexponierten Arealen mit wenig Behaarung entwickeln
Katzen (Ordnung: Carnivora) und Schafe (Ordnung: Artiodactyla) ebenfalls PV-assoziierte,
warzen-ahnliche Lasionen und kutane SCC (Munday et al., 2009; Alberti et al., 2010). In der
Vielzitzenmaus Mastomys coucha (Smith, 1834) sowie in Hasen I6sen natlrlich auftretende
PV-Infektionen kutane und anogenitale Warzen sowie invasive Karzinome aus. Diese Tiere
und ihre spezifischen PV-Typen werden derzeit als Tiermodell verwendet, um die
molekularen Mechanismen der PV-induzierten Tumorenentstehung zu untersuchen
(Amtmann, Volm und Wayss, 1984; Wettstein, Barbosa, und Nasseri, 1987; Brandsma et al.,
1991; Nafz et al., 2007; Nafz et al., 2008; Cladel et al., 2010).

1.2 Genomaufbau und Funktion der Papillomvirus-Proteine

PV sind kleine, unbehililite Viren, deren sphéarisches Kapsid etwa 55 nm grol ist. Es enthalt
ein zirkulares, doppelstrangiges (ds) DNA-Genom mit einer Grofie von etwa 8000 bp. Das
PV-Genom hat einen konservierten Aufbau aus einer nicht kodierenden Region (engl.: non
coding region; NCR) sowie einer kodierenden Region. Der kodierende Bereich enthalt
unterschiedlich viele, teilweise Uberlappende oder ineinander geschachtelte offene
Leserahmen (engl.: open reading frame; ORF). Samtliche PV-Gene sind in derselben
Orientierung kodiert. Entsprechend ihrer zeitlich gestaffelten Expression wahrend des
Replikationszyklusses unterscheidet man frih (engl.: early; E) und spéat (engl.: late; L)
transkribierte Gene. Bei allen bekannten PV enthalt der kodierende Bereich die vier groRen
Hauptgene E1, E2, L2 und L1. Abhangig vom jeweiligen PV-Typ kommt zusatzlich eine
variierende Anzahl kleiner Gene E4, E5, E6, E7, und E8 vor, von denen E5, E7 und E8
fehlen kdnnen. Die NCR enthalt den viralen Replikationsursprung (ori), Bindungsstellen (BS)
fur die Virusproteine E1 und E2 sowie einen oder mehrere Promotoren (Howley und Lowy,
2007) und jeweils verschiedene Transkriptionsfaktorbindungsstellen (TFBS) fur wirtseigene
Transkriptionsfaktoren (TF) (Garcia-Vallvé et al., 2006, Tierry, 2009). Aufgrund ihrer
regulatorischen Funktion bei der viralen Replikation und Genexpression wird die NCR auch
als stromaufwarts liegende regulatorische Region (engl.: upstream regulatory region, URR)

bezeichnet. Zusatzlich zur URR kommt bei Lambda-PV eine zweite NCR vor, die den
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kodierenden Bereich der frihen und spaten Gene voneinander trennt (Terai und Burk, 2002;
Rector et al., 2007; Lange et al., 2009b).

E2 E2 E2 E2 TATA P97
#4 #3 E1 SPI #2 #1

Abbildung 1: Darstellung des Genomaufbaus von HPV16 (verandert nach Doorbar, 2006).

Die E1- und E2-Proteine binden an konservierte Bindungsstellen der NCR. Das E1-Protein
besitzt Helikasefunktion und reguliert zusammen mit E2 die virale Replikation (Chiang et al.,
1992; Lu et al., 1993; Demeret, Yaniv und Thierry, 1994). E2 wurde sowohl als positiver als
auch als negativer Regulator der viralen Genexpression beschrieben (McPhillips et al., 2006;
Schweiger, You und Howley, 2006). Auflerdem werden dem E2-Protein Funktionen bei der
Aufteilung der PV-Genome auf die Tochterzellen sowie bei der Verpackung des Genoms in
die Viruskapside zugeschrieben (llves, Kivi und Ustav, 1999; Zhao et al., 2000). Die L1- und
L2-Proteine bilden das Viruskapsid. Sie prasentieren auf ihrer Oberflache Epitope, die
neutralisierende Antikérper induzieren kénnen (Yaegashi et al., 1991; Breitburd et al., 1995).
Die E6- und E7-Proteine interagieren direkt mit zahlreichen zellularen Proteinen und
beeinflussen diese in ihrer Funktion (Lechner und Laimins, 1994). Das E6-Protein degradiert
beispielsweise das Tumorsuppressorprotein p53. So verhindert es in den infizierten Zellen
die Einleitung der Apoptose und vermindert die genomische Stabilitdt der Wirtszellen

(Huibregtse, Scheffner und Howley, 1991). Das E7-Protein inhibiert Zellzykluskontroll-
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proteine der pRb-Familie, degradiert pRb und fordert dadurch die Proliferation infizierter
Zellen (Dyson et al., 1989; Boyer, Wazer und Band, 1996). Das E5-Protein verhindert
ebenfalls die Apoptose (Kabsch und Alonso, 2002; Oh et al., 2010) und die Prasentation von
Antigenen an der Zelloberflache. Dadurch vermindert es die Erkennung PV-infizierter Zellen
durch das Immunsystem (Marchetti et al., 2009). Das E4-Protein leitet die Amplifikation des
viralen Genoms ein (Wilson et al., 2007). Es weicht Keratineinlagerungen der Wirtszellen auf
und erleichtert die Freisetzung reifer Viruspartikel (Doorbar et al., 1991; Roberts et al., 1993;
Bryan und Brown, 2000).

1.3 Taxonomie und Evolution der Papillomviren

Das L1-Gen ist der am starksten konservierte Bereich des PV-Genoms. Per Definition der
PV-Studiengruppe des Internationalen Komitees fiir die Taxonomie von Viren (ICTV) wird
das L1-Gen zur Klassifizierung von PV-Typen verwendet. Phylogenetische Analysen anhand
der L1-Nukleotidsequenz ermdglichten eine grundlegende Einteilung in PV-Gattung, PV-Art
und PV-Typ und filhrten zur Festlegung von Ahnlichkeitsschwellenwerten fir die
Unterscheidung von PV-Gattung, PV-Art und PV-Typ (de Villier et al., 2004; Bernard et al.,
2010). Dartber hinaus erfordert die Klassifizierung eines Virus die Interpretation
phylogenetischer Stammb&ume und die Einbeziehung der Genomorganisation sowie
Biologie und Pathogenitat der einzelnen PV-Typen (Bernard et al., 2010).

Vertreter einer PV-Gattung haben per Definition weniger als 60 % Sequenzahnlichkeit zu PV
anderer PV-Gattungen. Gattungen werden mit griechischen Buchstaben bezeichnet (z. B.
Alphapapillomvirus; Alpha-PV). Da mit zunehmender Zahl bekannter PV alle griechischen
Buchstaben bereits vergeben waren, begann man das Alphabet ab Delta erneut von vorn
und setzte die Vorsilbe ,dyo“ (griechisch: doppelt/noch einmal) davor (z. B. Dyodelta-PV).
PV-Typen mit 60-70 % Sequenzahnlichkeit zu anderen PV-Typen werden als PV-Arten
zusammengefasst. PV-Arten werden bezeichnet, indem man nach der Gattungsbezeichnung
eine arabische Zahl anflugt (z. B. Alpha-1-PV) (de Villers et al., 2004; Bernard et al., 2010).
Um als neuer PV-Typ akzeptiert zu sein, muss das Genom vollstdndig sequenziert sein und
in seinem L1-Gen weniger als 90 % Sequenzahnlichkeit zu anderen PV-Typen aufweisen.
Entsprechend der Nomenklaturregeln des ICTV erfolgt die Benennung eines PV-Typen
durch die initialen Buchstaben des wissenschaftlichen Binomens des Wirtes, gefolgt von ,PV’
fur Papillomvirus und einer fortlaufenden Nummer (z. B. Ovis aries Papillomvirus 1; OaPV1).
Sollte eine Buchstabenkombination bereits vergeben sein, wird auch der zweite Buchstabe
des Epithetons in den Namen des PV-Typen aufgenommen. Ausnahmen bilden humane PV
(HPV), canine PV (CPV) und bovine PV (BPV). In dieser Arbeit erfolgen die Benennungen
der PV sowie die Zuordnungen zu PV-Typen, PV-Arten und PV-Gattungen entsprechend

dieser Nomenklaturregeln (Bernard et al., 2010). PV-Typen werden anhand festgelegter
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Ahnlichkeitsschwellenwerte der L1-Sequenzen weiter unterteilt. Ein PV-Subtyp ist durch 90—
97 % Sequenzhomologie zu ihren PV-Prototypen definiert und bei mehr als 97 %
Sequenzahnlichkeit zu einem PV-Prototypen werden sie als PV-Variante bezeichnet (de
Villiers et al., 2004). Sie werden dadurch gekennzeichnet, dass man an den Namen des PV-
Typen die Bezeichnung Variante bzw. Subtyp anhangt. Zur Unterscheidung mehrerer
Varianten bzw. Subtypen eines PV-Typs wird eine Nummer, entsprechend der Reihenfolge

ihrer Entdeckung, oder ein Buchstabencode verwendet.
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Abbildung 2: Maximum-Likelihood-Phylogramm der zusammengesetzten Aminosauresequenzen der
Gene E1/E2/L1 aller vollstandig sequenzierter PV-Typen. Kronengruppen sind farblich markiert, rot:
Alpha+Omikron-PV, blau: Delta+Epsilon-PV, grin: Beta+Xi-PV und ocker: Lambda+Sigma-PV. Die
Zugehorigkeit der PV-Typen zu den jeweiligen PV-Gattungen ist durch farbliche Balken mit
griechischen Buchstaben gekennzeichnet. Die Zugehdrigkeit der PV-Typen zu PV-Arten ist durch
farbliche Balken mit arabischen Ziffern gekennzeichnet (Abbildung: Bravo, Sanjosé und Gottschling,
2010).

Phylogenetische Analysen mit den zusammengeflgten Aminosaurensequenzen der Gene

E1/E2/L1 ergaben statistisch gut gestutzte Phylogramme. Durch sie lieRen sich basale
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Verzweigungen genauer darstellen als anhand des L1-Gens. Dadurch konnten
Ubergeordnete Kronengruppen oder Supertaxa identifiziert werden. Entsprechend ihrer
phylogenetisch am weitesten voneinander entfernten Gattungen werden diese Gruppen im
weiteren Verlauf dieser Arbeit als Alpha+Omikron-PV (Wirte: Primates, Cetacea, Carnivora,
Artiodactyla), Delta+Epsilon-PV (Wirte: Artiodactyla, Perissodactyla), Beta+Xi-PV (Wirte:
Primates, Carnivora Artiodactyla, Rodentia, Eulipotyphla, Marsupialia) und Lambda+Sigma-
PV (Wirte: Primates, Carnivora, Rodentia) bezeichnet. Die Uberwiegende Mehrzahl aller PV-
Typen lassen sich einer dieser Kronengruppen zuordnen (Gottschling et al., 2007a; Bravo,
Sanjosé und Gottschling, 2010) (Abbildung 2).

In der Vergangenheit, als nur wenige PV-Typen aus verschiedenen Wirtsarten bekannt
waren, wurden PV generell als hochgradig wirtsspezifisch angesehen. Hinzu kam, dass die
Verwandtschaftsbeziehungen der PV mit denen ihrer Wirte in Verbindung gebracht wurden.
So wurde aus der nahen Verwandtschaft von PV-Typen, welche nah verwandte oder
dieselben Wirtsarten infizieren, auf Ko-Divergenz von Virus und Wirt bzw. wirtsgebundene
Evolution als alleinigen Mechanismus der PV-Diversifizierung geschlossen (Chan et al.,
1992; Van Ranst et al., 1995; Halpern et al., 2000; Bernard, Calleja-Macias und Dunn, 2006).
Demzufolge kam es bei der Aufspaltung einer Wirtsart in zwei neue Arten zur unabhangigen
Veranderung der Viren auf den neu entstandenen Wirtsarten und somit zur Entstehung
neuer PV-Typen. Beispielsweise wurde anhand identischer Stammbaumtopologien der
Lambda-1- und Lambda-2-PV und ihrer Wirte, den Katzen (Familie: Felidae; Ordnung:
Carnivora), auf wirtsgebundene Evolution dieser PV-Arten geschlossen (Rector et al., 2007).
Um Ko-Divergenz plausibel zu rekonstruieren, sind allerdings gut aufgeldste und
deckungsgleiche Stammbaume der Pathogene und ihrer Wirte notwendig (Jackson, 2005;
Gottschling et al., 2007a). Jedoch trifft dies nur in den seltensten Fallen zu.

Phylogenetische Analysen anhand unterschiedlicher Kombinationen friher oder spater Gene
resultierten zudem in jeweils gut gestltzten, aber inkongruenten Stammbaumtopologien.
Dies liel3 unterschiedliche Herkiinfte friher und spater PV-Gene vermuten (Garcia-Valvé,
Alonso und Bravo, 2005). Die Ergebnisse verschiedener bioinformatischer Analysen deuten
darauf hin, dass Rekombinationsereignisse im Laufe der PV-Evolution vielfach vorge-
kommen sind (Narenchania et al., 2005; Varsani et al., 2006; Bravo und Alonso, 2007;
Angulo und Carvajal-Rodriguez, 2007; Shah, Doorbar und Goldstein, 2010). Der
eindrucksvollste Beweis dafir, dass die Rekombination eine Rolle bei der Entstehung neuer
ds-DNA-Viren spielt, ist das Bettongia-Papillomatosis-Carcinomatosis-Virus (BPCV). Das
zirkulare ds-DNA-Genom dieses Virus ist chimarisch aus spaten Genen der Papillomviren
sowie einem Gen fur das grofle und kleine T-Antigen der Polyomaviren zusammengesetzt
(Woolford et al., 2007; Bennett et al., 2008).



Einleitung

Durch die Klonierung zahlreicher vollstdndiger Genome neuer PV-Typen wurde deutlich,
dass sich beispielsweise die Katzen-PV in zwei nicht naher verwandten PV-Gattungen
gruppieren, namlich Lambda- und Dyotheta-PV (Lange et al., 2009b). Vertreter der CPV
finden sich ebenfalls in den nicht ndher miteinander verwandten Gattungen Lambda-PV,
Tau-PV und Chi-PV (Yuan et al., 2007; Tobler et al., 2008, Lange et al., 2009a). Als
Erklarung fir diese Befunde wurde adaptive Radiation und anschlieRende Realisierung
neuer okologischer Nischen auf derselben Wirtsart vermutet (Gottschling et al., 2007a;
Bravo, de Sanjosé und Gottschling, 2010).

Weiterhin wurde gezeigt, dass BPVs nicht nur Rinder-, sondern auch Nager- und
Pferdearten infizieren kénnen (Pfister, Fink und Thomas, 1981; Chambers et al., 2003;
Bogaert et al., 2005; Kidney und Berrocal, 2008; Silvestre et al., 2009). Auch nah verwandte
Makakenarten werden von einer Gruppe identischer PV-Typen infiziert (Chen et al., 2009).
Bei Katzen fanden sich sowohl Hinweise auf zoonotische Ubertragungen von HPV-9 als
auch verschiedener neuer PV-Typen mit Sequenzahnlichkeit zu bekannten PV-Typen der
Artiodactyla (Munday et al., 2007; Teifke et al., 2003). Die zwischenartliche Ubertragung und
nachfolgende Veradnderung und Anpassung an einen neuen Wirt muss ebenfalls als
Mechanismus der PV-Diversifizierung in Betracht gezogen werden und kann als Erklarung
fur widersprichliche phylogenetische Stellungen von PV-Typen nah verwandter Tierarten
dienen (Myers, Bernard und Delius, 1996; Rector et al. 2005a; Gottschling et al., 2007a;
Shah, Doorbar und Goldstein, 2010).

Zusammengefasst ergeben diese Befunde ein komplexes Bild der PV-Evolution. Daher
missen Hypothesen Uber die Entstehung und Evolution einzelner Verwandtschaftskreise

innerhalb der PV jeweils im Einzelfall gepruft werden.

1.4 Die Diversitat der Papillomviren

Die Rekonstruktion der Entstehungsgeschichte einzelner PV-Taxa erfordert die Interpretation
mdglichst hoch aufgeléster und gut gestitzter phylogenetischer Stammbaume unter
Einbeziehung der Virus-Wirtsbeziehung sowie Genomaufbau und Pathogenitat der einzelnen
PV-Typen. Dieses Vorgehen wird bei PV durch eine derzeit unvollstidndige Stichprobe
begrenzt. Sie ist auf das ungeniigende Wissen Uber die PV-Diversitat zurlickzuflihren, denn
vermutlich werden alle Sdugetiere und Vogel von spezifischen PV-Typen infiziert (Bernard et
al., 1997). Dabei treten haufig multiple Infektionen eines Tieres mit verschiedenen PV-Typen
auf (Sundberg et al., 1996; Antonsson und Hansson, 2002). Dies ldsst vermuten, dass jede
einzelne Saugetierart von ahnlich vielen verschiedenen PV-Typen infiziert werden wie der
Mensch.

Die derzeit bekannte Diversitat der PV umfasst 221 Datenbankeintradge (Stand: Dezember
2010; Bernard et al., 2010; Bennett et al., 2010; Alberti et al., 2010; Lange et al., 2010; Joh
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et al., 2010). Dabei herrscht ein groBes Ungleichgewicht zwischen der Anzahl bekannter
HPV-Typen und nicht humaner PV-Typen. Den 149 bekannten HPV-Typen stehen nur 68
PV-Typen aus 37 Saugetierarten sowie drei PV-Typen aus drei Vogelarten und zwei PV-

Typen aus zwei Schildkrétenarten gegeniber. Wenn man annimmt, dass alle 5.416

bekannten Saugetierarten (Wilson und Reeder, 2005) von nur halb so vielen,

unterschiedlichen PV-Typen infiziert werden wie der Mensch, dann existieren in den
rezenten Sdugetieren voraussichtlich mehr als 395.000 bislang unbekannte PV-Typen.

Damit betragt der Anteil bekannter PV-Typen an der zu erwartenden PV-Diversitat von
Saugetieren nur 0,02 % (68/395.000).
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Abbildung 3: Stammbaum der Saugetiere (verandert nach Bininda-Emonds et al., 2007). Hauptlinien
sind farblich gekennzeichnet: schwarz, Monotremata; orange, Marsupialia; blau, Afrotheria; gelb,
Xenarthra; grun, Laurasiatheria; und rot, Euarchontoglires. Ordnungen sind am Rand angegeben.
Nicht-monophyletische Familien sind mehrfach aufgefihrt und nummeriert. Grine Punkte kenn-
zeichnen Saugetierfamilien, aus denen bereits vollstindige PV-Genome bekannt sind. Die roten
Punkte kennzeichnen Saugetierfamilien, von denen Gewebe- bzw. Haarproben im Laufe der Arbeit

gesammelt und untersucht wurden.

In der Abbildung 3 ist dargestellt, von welchen Saugetierfamilien PV-Typen bekannt sind. Um

Stammbaumberechnungen und die Rekonstruktion von Evolutionsmechanismen der PV-

8



Einleitung

Diversifizierung zu verbessern, ist die Einbeziehung einer gréReren Stichprobe notwendig.
Durch die Korrelation der Merkmale bekannter PV-Typen mit gut gestutzten Phylogenien
kénnen somit auch Risikoabschatzungen fir experimentell wenig untersuchte PV-Typen
verbessert werden. Vermutlich lassen sich durch die Einbeziehung weiterer Taxa auch
bekannte PV-Typen mit bisher unsicherer phylogenetischer Stellung genauer klassifizieren.
Deshalb ist es erforderlich, weitere vollstdndige PV-Genome aus maglichst unterschiedlichen

Tierarten zu isolieren und zu charakterisieren.

1.5 Nachweis neuer Papillomviren und Isolierung ihrer

vollstandigen Genome

PV-DNA kann nicht nur in klinischen Lasionen, sondern auch in gesunder Haut und in
Haarfollikelzellen nachgewiesen werden, die das natirliche Reservoir der PV sind (Boxman
et al., 2000; Antonsson und Hansson, 2002; Kéhler et al., 2007). In gesunden Tieren wurden
zahlreiche verschiedene PV nachgewiesen (Antonsson und Hansson, 2002). Mit diesem
Wissen ist es moglich, gezielt nach neuen PV zu suchen und die vollstandige Virus-DNA zu
isolieren, zu klonieren und zu sequenzieren.

Die Gegenwart unbekannter PV-DNA in Haarfollikeln und Hautbiopsien lasst sich durch PCR
mit degenerierten, PV-spezifischen Konsensusprimern und anschliellender Sequenzierung
der PCR-Produkte nachweisen. Das Primerpaar FAP59/64 wurde von der Konsensus-
sequenz konservierter Sequenzmotive kutaner HPV-Typen abgeleitet. Es ermdglicht die
Amplifikation eines ~450 bp grolken Bereiches des L1-Gens. Aufgrund der Konserviertheit
der FAP-Primerbindungsstellen Iasst sich mit diesem Primerpaar sowohl bekannte als auch
unbekannte PV-DNA amplifizieren (Forslund et al., 1999; Antonsson et al., 2000; Antonsson
und Hansson, 2002; Antonsson und McMillan, 2006). Erganzend dazu ist es mit dem
Primerpaar CP4/5 mdglich, einen DNA-Bereich aus dem E1-Gen sowohl bekannter als auch
unbekannter PV zu vervielfaltigen (lftner et al., 2003). Die Direktsequenzierung der
erhaltenen Amplikons und ein anschlieBender Vergleich der DNA-Sequenzen mit den
Eintradgen in den 6ffentlichen Datenbanken erlaubt die Identifizierung neuer PV anhand ihrer
Sequenzahnlichkeit zu bereits bekannten PV.

Die zentrale, technische Anwendung bei der Isolierung vollstandiger, unbekannter PV-
Genome ist die multiple Strangverdrangungsamplifikation (engl.: rolling circle amplification,
RCA) (Fire und Xu, 1995; Liu et al., 1996; Rector, Tachezy und Van Ranst, 2004). Durch
diese in vitro Methode konnten in den letzten Jahren zahlreiche neue PV-Genome aus
Menschen und verschiedenen Tieren kloniert werden (Bernard et al., 2010). Analog zur
Phagenreplikation im sogenannten ,Rolling Circle Mechanismus® kann mit dieser Methode

unspezifisch zirkulare DNA amplifiziert werden. Da PV ein zirkuldres ds-DNA-Genom
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besitzen, das in der Zelle in vielen Fallen episomal vorliegt, lasst sich mit dieser Technik PV-

DNA im Hintergrund der linearen Wirts-DNA vervielfaltigen.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der multiplen Strangverdrangungsamplifikation (RCA)
(verandert nach Rector, Tachezy und Van Ranst, 2004).

Die Abbildung 4 veranschaulicht den Ablauf der RCA-Reaktion. Nach einem initialen
Denaturierungsschritt (A) lagern sich unspezifische Oligonukleotidprimer an die zu
amplifizierende DNA an (B). Die Phi-29-Polymerase verlangert die kurzen Primer und baut
entsprechend der komplementaren Basenpaarung Einzelnukleotide in den wachsenden
DNA-Strang ein (C). Dabei verdrangt sie stromaufwarts liegende Strange von der Matrize
(D). Durch die andauernde, unidirektionale Amplifikation entstehen aneinanderhangende,
einzelstrangige Kopien der zirkularen Ausgangs-DNA. So kann auch bei geringen
Viruslasten genugend PV-DNA fir nachfolgende Klonierungsreaktionen gewonnen werden.
Die hochmolekularen Reaktionsprodukte (E) kdnnen durch Verdau mit einem Restriktions-
enzym, das idealerweise nur einmal im Virusgenom schneidet, in einzelne Kopien des PV-
Genoms zerlegt werden (F). Diese stehen dann flir eine nachfolgende Klonierung des
vollstandigen Virusgenoms zur Verfugung (Fire und Xu, 1995; Liu, et al.,, 1996; Rector,
Tachezy und Van Ranst, 2004).

1.6 Ziele

Um plausible und Uberzeugende Rickschlisse auf die Evolutionsmechanismen der PV
ziehen zu kénnen, ist es notwendig, statistisch gut gestitzte phylogenetische Stammbaume
zu erstellen. Daflr ist eine méglichst umfassende und reprasentative Taxonauswahl nétig.
Die anzunehmende Diversitat der PV ist derzeit aber nur ansatzweise erfasst. Daher ist es
das Ziel dieser Arbeit, weitere vollstdndige PV-Genome aus unterschiedlichen Tierarten zu
klonieren, zu sequenzieren und bioinformatisch zu charakterisieren. In der Abbildung 3 ist
dargestellt, aus welchen Saugetierfamilien im Verlauf dieser Arbeit zu diesem Zweck Proben
gesammelt und untersucht wurden.

Durch phylogenetische Analysen werden die Verwandtschaftsverhaltnisse der neuen PV-
Typen dargestellt. Durch Korrelation ihrer phylogenetischen Stellung mit ihren Virus-

Wirtsbeziehungen und ihren potenziellen Eigenschaften sollen Rickschlisse auf
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unterschiedliche Evolutionsmechanismen der PV-Diversifizierung gezogen werden. Dazu
gehodren adaptive Radiation und Realisierung neuer 6kologischer Nischen, zwischenartliche
Ubertragung und Anpassung an eine neue Wirtsart oder Rekombination. Des Weiteren galt
es zu Uberprifen, ob sich bekannte PV-Typen, die sich bislang keiner Kronengruppe
zuordnen lieRen, genauer als zuvor klassifizieren lassen, wenn weitere DNA-Sequenzen
neuer PV in die Stammbaumrekonstruktion einbezogen werden.

Ferner sind zurzeit keine PV-Typen klassischer Labortiere bekannt. Daher lasst sich der
Einfluss von Wirtsfaktoren auf Pathogenese von PV-Infektionen und PV-induzierter
Tumorerkrankungen in vivo nur schwer in einem naturlichen Kontext studieren. Virale und
wirtseigene Faktoren, die eine zoonotische PV-Ubertragung ermdglichen, wurden bisher
ebenfalls nicht experimentell untersucht. Deshalb sollten im Rahmen dieser Arbeit neue PV-
Typen aus Mus musculus Linnaeus, 1758 oder Rattus norvegicus (Berkenhout, 1769)

kloniert und charakterisiert, werden.
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Bioinformatische Charakterisierung der potenziellen 100 %
Eigenschaften der Virusproteine, Untersuchung der
nicht kodierenden Region auf das Vorkommen
potenzieller cis-regulatorischer Sequenzelemente

[lI: Berichtsabfassung | Erstellung des Manuskripts und Diskussion der 30 %
bioinformatischen Analysen

14



Einzelarbeiten

Arbeit 3:

Modular organizations of novel cetacean Papillomviruses

I: Konzeption Konzeption der Arbeit 30 %
Entwicklung der Klonierungsstrategie fir das 100 %
vollstandige Virusgenom

[I: Durchfuhrung Probenaufbereitung 50 %

Rolling Circle Amplification, Bestimmung geeigneter 100 %
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6 Diskussion

6.1 Besonderheiten im Genomaufbau und potenzielle

Eigenschaften der neuen Papillomvirus-Typen

Trotz stdndig wachsendem Erkenntnisstand Uber die Diversitdt und den Wechselwirkungen
zwischen Virus und Wirt ist die Evolution der PV derzeit unzureichend verstanden. Die
Interpretation verschiedener Eigenschaften einzelner PV-Gruppen, ihrer Verwandtschafts-
verhaltnisse und der Beziehungen zu ihren Wirten fihrte zu unterschiedlichen Annahmen
Uber die Evolution der Papillomviren. Ein Grund daflr ist die mangelnde Kenntnis von der
PV-Diversitat, die mit 68 bekannten PV-Typen aus 37 von 5.416 nicht-humanen Saugetier-
arten nur ansatzweise erfasst ist. Daher war es das Ziel dieser Arbeit, neue PV zu
identifizieren, ihre vollstandigen Genome zu klonieren und zu sequenzieren. Die neuen PV-
Typen sollten anhand ihrer Genomorganisation und der Sequenzmerkmalen ihrer Proteine
charakterisiert werden, um potenzielle Eigenschaften abzuleiten. Durch die Darstellung und
Interpretation ihrer Verwandtschaftsverhaltnisse sollten Ruckschlisse auf maogliche
Evolutionsmechanismen gezogen werden, die an der Entstehung der neuen PV-Typen
beteiligt waren. Dabei galt es zu Uberprifen, ob sich die Verwandtschaftsbeziehungen
bekannter PV-Typen mit unsicherer phylogenetischer Stellung durch die Einbeziehung der
neuen PV-Sequenzen in die Stammbaumberechnung genauer als zuvor darstellen lassen.

In der vorliegenden Arbeit werden die vollstdndigen genomischen DNA-Sequenzen folgender
neuer PV-Typen prasentiert: EePV1 (Wirt: europaischer Igel, Erinaceus europaeus Linnaeus,
1758; Ordnung: Eulipotyphla) (Schulz et al., 2009a), RnPV1 (Wirt: Wanderratte, Rattus
norvegicus; Ordnung: Rodentia) (Schulz et al., 2009b), PphPV1, PphPV2, und PphPV3 [Wirt:
Schweinswal, Phocoena phocoena (Linnaeus, 1758); Ordnung: Cetacea], DdPV1 (Wirt:
gemeiner Delfin, Delphinus delphis Linnaeus, 1758; Ordnung: Cetacea), und TtPV3-Variante
[Wirt: atlantischer WeilRRseitendelfin, Lagenorhynchus acutus (Gray, 1828); Ordnung:
Cetacea] (Gottschling et al., 2010).

Die neuen PV-Typen entsprechen in ihrem Genomaufbau der grundlegenden Genom-
organisation der PV, bestehend aus URR sowie frihen und spaten Genen, die in derselben
Orientierung kodiert sind. Die neuen PV-Typen enthalten die vier grof’en Hauptgene E1, E2,
L1 und L2 und besitzen daneben einen ORF fiir ein E6- sowie flir ein E4-Gen. Die E4-ORF
der neuen PV-Typen beginnen nicht mit einem normalen Startkodon (Schulz et al., 2009a;
Schulz et al., 2009b; Gottschling et al., 2010). Vermutlich werden sie durch Zusammen-
spleilen der ersten Kodons des E1-ORF mit dem Beginn des E4-ORF exprimiert, wie
beispielsweise bei den humanen Alpha-PV-Typen (Nasseri et al., 1987). Dariber hinaus
enthalten die Genome von EePV1 und RnPV2 einen E7-ORF (Schulz et al., 2009a; Schulz
et al., 2009b).
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Das Genom von EePV1 verfugt tber eine zweite NCR zwischen friihen und spaten Genen
(Schulz et al., 2009a). Das Vorkommen einer zweiten NCR im Genom von EePV1 ist
ungewohnlich, da eine solche Genomorganisation innerhalb der Familie Papillomaviridae
sehr selten ist und nur bei den nicht ndher verwandten Lambda-PV (Wirte: Carnivora)
vorkommt (Terai und Burk, 2002; Tachezy et al., 2002a; Rector et al., 2005b; Rector et al.,
2007; Lange et al., 2009b). Es zeigte sich jedoch keinerlei Sequenzhomologie zwischen der
zweiten NCR der Lambda-PV und der von EePV1. Ferner wurde diese Funktion dieser
Region bisher weder in PV der Katzen noch in den PV der Hunde experimentell untersucht.
Das Vorliegen potenzieller TFBS und TATA-Boxen in der zweiten NCR von EePV1 deutet
jedoch auf eine regulatorische Funktion dieses Genombereiches hin (Schulz et al., 2009a).
Die Genome der neuen Cetacea-PV zeichnen sich durch ein fehlendes E7-Gen aus
(Gottschling et al., 2010). Lediglich im Genom des Theta-PV PePV1 [Wirt: Graupapagei,
Psittacus erithacus (Linnaeus, 1758); Ordnung: Psittaciformes; Klasse: Aves] (Tachezy et al.,
2002b) ist ebenfalls kein E7-Gen vorhanden. Da Aves-PV nicht ndher mit den Cetacea-PV
verwandt sind, kam es innerhalb der PV wahrscheinlich zweimal unabhéngig zum Verlust
des E7-Gens. An homologer Position des E7-ORF anderer PV befindet sich bei Cetacea-PV
(Rehtanz et al.,, 2006; Van Bressem et al., 2007; Rector et al., 2008) sowie den nah
verwandten SsPV1 [Wirt: Hausschwein, Sus scrofa Linnaeus, 1758, Ordnung: Artiodactyla]
(Stevens et al., 2008b) und UmPV1 [Wirt: Eisbar, Ursus maritimus (Phipps, 1774), Ordnung:
Carnivora] (Stevens et al., 2008a) eine kurze NCR. Dieses Merkmal kann daher als
Apomorphie flir diese monphyletische Gruppe aus SsPV1, UmPV1 und Cetacea-PV
gewertet werden (vgl. 6.2).

Neben dem fehlenden E7-Gen zeichnen sich die neuen und auch die bekannten Cetacea-PV
durch besonders lange E6-Gene aus (Gottschling et al., 2010). Sie weisen an ihrem 3’-Ende
zusatzliche Basenfolgen auf, die in anderen PV-Typen nicht vorkommen. Dadurch sind die
entsprechenden EG6-Proteine um bis zu 70 Aminosauren (AS) langer als die E6-Proteine
anderer PV (Rehtanz et al., 2006; Van Bressem et al., 2007; Rector et al., 2008). In den C-
terminalen AS-Bereichen von PphPV3-E6 und DdPV1-E6 sowie TtPV3-Variante-E6 ist ein
PDZ-Bindungsmotiv (X-S/T-X-L/V) lokalisiert. Die PDZ-Bindungsmotive am C-Terminus der
E6-Proteine genitaler HR-HPV sind mit der Fahigkeit zur Transformation der Wirtszellen
assoziiert. Sie interagieren durch dieses Motiv mit zellularen Proteinen, die eine PDZ-
Domane enthalten und fiuhren diese der Degradation im Proteasom zu (Thomas et al., 2008).
Unter anderem wird hierdurch der Tumorsuppressor p53 inhibiert, was zur Apoptose-
inhibierung und Verminderung der genomischen Stabilitat der Wirtszellen fihrt (Huibregtse,
Scheffner und Howley, 1991). In den neuen Cetacea-PV befinden sich die PDZ-
Bindungsmotive innerhalb der zuséatzlichen C-terminalen AS-Folgen. In den EG6-Proteinen

von DdPV1 und TtPV3-Variante liegen sie stromaufwarts des C-Terminus, wohingegen es im
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E6-Protein von PphPV3 den absoluten C-Terminus bildet. Dies deutet darauf hin, dass
PphPV3-E6 mit zellularen PDZ-Proteinen interagieren und madglicherweise Tumor-
suppressorproteine und Zellpolaritatsproteine inhibieren kann (Thomas et al., 2008).

EePV1 besitzt in seinem E7-Protein ein PDZ-Bindungsmotiv, das drei AS vor dem C-
Terminus liegt (Schulz et al., 2009a). Ein PDZ-Bindungsmotiv am absoluten C-Terminus des
E7-Proteins von MmPV1 [Wirt: Rhesusaffe, Macaca mulatta (Zimmermann, 1780), Ordnung
Primates] (Ostrov, La Bresh und Faras, 1991) ist fur die Verdnderung der Zellpolaritat und
Motilitdt verantwortlich (Tomai¢ et al., 2009). Obwohl das PDZ-Bindungsmotiv des E7-
Proteins von EePV1 nicht den absoluten C-Terminus bildet, befindet es sich im Alignment
der AS-Sequenzen an exakt derselben Position wie in MmPV1. Welchen Einfluss die
zusatzlichen drei AS am C-Terminus von EePV1-E7 auf die Funktionalitdt der PDZ-
Bindungsdomane haben, kann anhand des Sequenzvergleiches nicht vorhergesagt werden.
Das Vorkommen dieses Motivs in EePV1-E7 deutet jedoch auf dhnliche Eigenschaften wie
die des E7-Proteins von MmPV1 hin.

Das Genom von RnPV1 weist keine besonderen Sequenzmerkmale auf, anhand derer sich
konkrete Eigenschaften dieses PV-Typen ableiten lassen. Im Sequenzvergleich und den
phylogenetischen Analysen zeigte sich aber eine groRe Ahnlichkeit mit McPV2. Dieser PV-
Typ infiziert die Vielzitzenmaus Mastomys coucha und ist ursachlich fir die Entstehung
anogenitaler Tumoren (Nafz et al., 2008). Aufgrund hoher Sequenzibereinstimmungen und
seiner Schwestergruppenbeziehung mit diesem karzinogenen PV-Typ kénnen ahnliche
Eigenschaften fir RnPV1 angenommen werden (Schulz et al., 2009b). Mastomys coucha
sowie das Baumwollschwanzkaninchen Sylvilagus floridanus (J. A. Allen, 1890) und ihre
spezifischen PV-Typen sind, im Gegensatz zu transgenen Mausen, die einzigen Tiermodelle
mit deren Hilfe derzeit PV-induzierte Karzinogenese in vivo in einem naturlichen Kontext
untersucht werden kann (Amtmann, Volm und Wayss, 1984; Wettstein, Barbosa, und
Nasseri, 1987; Brandsma et al.,, 1991; Nafz et al.,, 2007; Nafz et al., 2008; Cladel et al.,
2010). Da es sich bei diesen Tieren jedoch nicht um klassische Labortiere handelt, kdnnte
sich ein Rattenmodell als nutzlich erweisen, um in Zukunft die molekularen Mechanismen

PV-induzierter Karzinogenese zu studieren.

6.2 Kilassifikation der neuen Papillomvirus-Typen

Durch die Klonierung der vollstdndigen Genome der neuen PV-Typen konnte ein Beitrag zur
Erweiterung der bekannten PV-Diversitat geleistet werden. Phylogenetische Analysen und
die Ermittlung der Sequenzahnlichkeiten ihrer L1-Gene erlaubten die Klassifizierung der
neuen PV-Typen entsprechend der ICTV-Vorgaben.

EePV1 (Wirt: Europaischer Igel, Erinacaeus europaeus) reprasentiert den bisher einzigen

PV-Typ aus einer Tierart der Eulipotyphla (friher ,Insectivora®). Dieses Virus nimmt im
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Stammbaum eine phylogenetische Stellung innerhalb des Beta-Xi-PV-Supertaxons ein und
bildet die Schwestergruppe der Beta-PV (Wirte: Primates). Es weist in seinem L1-Gen 64 %
Sequenzahnlichkeit mit McPV-2 [Wirt: afrikanische Vielzitzenmaus, Mastomys coucha
Ordnung: Rodentia] auf (Schulz et al., 2009a). Dies liegt Gber dem Ahnlichkeitsschwellenwert
zur Unterscheidung einzelner PV-Gattungen. Aufgrund seiner besonderen Genom-
organisation mit einer zweiten NCR zwischen friihen und spaten Genen und seiner
Verwandtschaft mit Beta-PV wurde dieser PV-Typ jedoch als neue Gattung klassifiziert und
als Dyoeta-PV bezeichnet (Bernard et al., 2010).

RnPV1 (Wirt: Wanderratte, Rattus norvegicus) nimmt eine phylogenetische Stellung
innerhalb der Pi-PV ein und bildet eine monophyletische Gruppe mit bekannten PV-Typen,
die ebenfalls Tiere der Rodentia infizieren. Darunter sind MmiPV1 [Wirt: Erntemaus,
Micromys minutus (Pallas, 1771); Ordnung: Rodentia] (Van Doorslaer et al., 2007) und
McPV2 (Wirt: Vielzitzenmaus, Mastomys coucha, Ordnung: Rodentia) (Nafz et al., 2008) und
MaPV1 [Wirt: syrischer Goldhamster, Mesocricetus auratus (Waterhouse, 1839), Ordnung:
Rodentia]. (lwasaki et al., 1997). Im Stammbaum zeigt RnPV1 ein Schwestergruppen-
verhaltnis zu McPV2 und weist in seinem L1-Gen 83-85 % Sequenzahnlichkeit mit McPV2
und MmiPV1 auf (Schulz et al., 2009b). Daher gehdéren RnPV1, MmiPV1 und McPV1 zur Pi-
1-PV Art, wahrend MaPV1 71-73 % Sequenzahnlichkeit zu den Ubrigen Pi-PV zeigt und als
Pi-2-PV Art klassifiziert wurde (Bernard et al., 2010).

Die neuen PV-Typen PphPV1, PphPV2 und PphPV3 [Wirt: Schweinswal, Phocoena
phocoena; Ordnung: Cetacea], DdPV1 [Wirt: gemeiner Delfin, Delphinus delphis; Ordnung:
Cetacea] und TtPV3-Variante [Wirt: atlantischer Weiliseitendelfin, Lagenorhynchus acutus;
Ordnung: Cetacea] nehmen trotz ihres Vorkommens auf identischen bzw. nah verwandten
Tierarten unterschiedliche phylogenetische Stellungen ein. Sie gruppieren sich in zwei
unterschiedlichen Linien, wobei sie eine phylogenetische Stellung innerhalb des
Alpha+Omikron-PV-Supertaxons einnehmen und mit Ausnahme von PphPV3 eine
monophyletische Gruppe mit bekannten PV-Typen der Omikron+Upsilon-PV (Wirte:
Cetacea) bilden. Die Omikron+Upsilon-PV bilden innerhalb des Alpha+Omikron-PV-
Supertaxons die Schwestergruppe zu den Alpha+Dyodelta+Omega-PV.

PphPV1 bildet eine Schwestergruppe mit dem bekannten Omikron-PV, PsPV1 [Wirt:
Burmeister Schweinswal, Phocoena spinipinnis (Burmeister, 1865); Ordnung: Cetacea). Van
Bressem et al.,, 2007) Die Sequenzahnlichkeiten ihrer L1-Gene zu den ubrigen PV liegen
unter 55 %. Ihre Sequenzahnlichkeit zueinander betragt 72 %. Damit bilden sie gemeinsam
die PV-Gattung der Omikron-PV und werden nicht weiter in PV-Arten unterteilt (Gottschling
et al., 2010).

Die neuen PV PphPV2 und DdPV1 und die TtPV3-Variante sind nah mit den bekannten
Upsilon-PV-Typen TtPV1, TtPV2 und TtPV3 [Wirt: groRer Tummler, Tursiops truncatus
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(Montagu, 1821); Ordnung: Cetacea] (Rehtanz et al., 2006; Rector et al., 2008) verwandt
und bilden aufgrund ihrer Sequenzahnlichkeiten zwischen 59 % und 98 % zu diesen PV-
Typen die gemeinsame PV-Gattung der Upsilon-PV. DdPV1, TtPV1, TtPV3 und die TtPV3-
Variante haben Sequenzahnlichkeiten von 78-98 % und werden vom ICTV voraussichtlich
als Upsilon-1-PV Art klassifiziert. TtPV2 weist maximal 68 % Sequenzahnlichkeit mit den
tbrigen Upsilon-PV auf und bildet die Upsilon-2-PV Art. PphPV2 hat maximal 61 %
Sequenzahnlichkeit mit allen anderen Upsilon-PV und bildet somit voraussichtlich die
Upsilon-3-PV Art.

PphPV3 hingegen ist nicht ndher mit den Omikron+Upsilon-PV verwandt und bildet die
Schwestergruppe zum Dyodelta-PV SsPV1 (Wirt: Hausschwein, Sus scrofa, Ordnung:
Artiodactyla) (Stevens et al., 2008b). Diese Gruppe aus PphPV3 und SsPV1 bildete die
Schwestergruppe zu den Alpha+Omega-PV (Wirte: Primates und Carnivora). PphPV3 weist
63 % Sequenzahnlichkeit zu SsPV1 auf (Gottschling et al., 2010). Dies liegt Uber dem
Ahnlichkeitsschwellenwert ~ fir die  Unterscheidung verschiedener PV-Gattungen.
Voraussichtlich wird es aber aufgrund seines Genomaufbaus mit einem langen E6-Gen als
eigenstandige PV-Gattung klassifiziert werden. Die endglltige Entscheidung Uber die
Benennung dieser Gattung wird jedoch vom ICTV getroffen und bleibt solange offen, bis die
nachste Uberarbeitung der PV-Nomenklatur durch die PV-Studiengruppe veréffentlicht wird.
Durch die Klonierung der neuen PV-Typen erhohte sich die Zahl bekannter PV-Typen aus
nicht humanen Saugetieren von 68 auf 75. Die Zahl bekannter Wirtsarten innerhalb der
Saugetiere erhdhte sich von 37 auf 42. Die Zahl der bekannten Wirtsordnungen innerhalb
der Saugetiere erhdhte sich von elf auf zwdlf. Dennoch konnten bislang unsichere
phylogenetische Stellungen bekannter PV-Typen, die sich bisher keiner Kronengruppe
zuordnen lieRen, durch die Einbeziehung neuer PV-Sequenzen in die Stammbaum-
rekonstruktion nicht genauer klassifiziert werden. Die Klonierung weiterer vollstandiger PV-
Genome aus dem naheren Verwandtschaftskreis dieser PV-Typen ist notwendig, um deren

Verwandtschaftsverhaltnisse akurat zu bestimmen.

6.3 Verwandtschaftsbeziehungen neuer Papillomvirus-Typen

offenbaren vielfaltige Evolutionsmechanismen

Die Ergebnisse der phylogenetischen Analysen zeigten, dass die neuen PV-Typen der
Eulipotyphla, Rodentia und Cetacea jeweils unterschiedliche Stellungen innerhalb des PV-
Stammbaumes einnehmen. Oberflachlich betrachtet entspricht dies den Verwandtschafts-
verhaltnissen der Wirte, die ebenfalls nicht ndher miteinander verwandt sind. Doch trotz nah
verwandter bzw. identischer Wirte (Cetacea-PV) zeigen einige neue PV-Typen (PphPV3)

hingegen nur entfernte Verwandtschaft zueinander.
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Die Stammbaume der jeweiligen Wirte sind nicht deckungsgleich mit dem PV-Stammbaum
oder einzelnen Asten darin. Dies ist jedoch notwendig, um wirtgebundene Evolution anhand
von Stammbaumrekonstruktionen plausibel zu machen (Gottschling et al., 2007a). Die
Stammbaumpositionen der neuen PV-Typen widersprechen daher der Annahme von Ko-
Divergenz als alleinigem Evolutionsmechanismus der PV, weshalb alternative Evolutions-
mechanismen in Betracht gezogen werden missen. Aus den Verwandtschaftsbeziehungen
der neuen PV-Typen, den Beziehungen zu ihren Wirten und den jeweiligen Sequenz-
merkmalen ihrer Genome ergeben sich verschiedene Interpretationsmdglichkeiten fir die
Entstehung ihrer jeweiligen PV-Gattungen.

Die Ko-Divergenz von Virus und Wirt als alleiniger Evolutionsmechanismus muss fir PV
bereits in ihrer Grundannahme verworfen werden, da das Dogma ihrer strikten Wirts-
spezifitat durch eine zunehmende Anzahl an Gegenbeispielen widerlegt ist. So wurde in
dieser Arbeit das vollstdndige Genom einer Variante von TtPV3 [Wirt: grofRer Tummler,
Tursiops truncatus, Ordnung: Cetacea] aus einem atlantischen Weil3seitendelfin
[Lagenorhynchus acutus (Gray, 1828); Ordnung: Cetacea] kloniert. Das Vorkommen von PV-
Varianten auf unterschiedlichen Wirtsarten deutet auf ein nicht zu vernachlassigendes
zoonotisches Potenzial der PV hin (Gottschling et al., 2010).

Bereits zuvor wurden identische Makaken-PV in verschiedenen Makakenarten (Ordnung:
Primates) nachgewiesen und als Hinweis auf zwischenartliche Ubertragung gewertet (Chen
et al., 2009). BPV1 und BPV2 [Wirt: Bos taurus Linnaeus, 1758; Ordnung Artiodactyla] sind
in der Lage verschiedene Rinderarten (Ordnung: Artiodactyla) sowie Pferde und Tapire
(Ordnung: Perissodactyla) zu infizieren und sogenannte Sarkoide zu induzieren (Chambers
et al., 2003; Bogaert et al., 2005; Kidney und Berrocal, 2008; Silvestre et al., 2009). Diese
Hinweise belegen, dass Wirtsspezifitat kein allumfassendes Merkmal der PV ist. Hingegen
werden Artgrenzen in einzelnen Fallen durchaus Uberschritten. Die Verdnderung und
Anpassung des Virus an das Habitat auf einem neuen Wirt kann somit zur Entstehung neuer
PV-Typen fiihren (Gottschling et al., 2007a; Gottschling et al., 2007b). Daher muss die
Méglichkeit zwischenartlicher Ubertragung und nachfolgender unabhéngiger Veranderung
auf den verschiedenen Wirten bei der Interpretation der Verwandtschaftsverhaltnisse der PV
bertcksichtigt werden.

Die Schwestergruppenbeziehung zwischen EePV1 (Wirtsordnung: Eulipothyphla; Laurasia-
theria) und Beta-PV (Wirtsordnung: Primates; Afrotheria) widerspricht der Annahme von Ko-
Divergenz, da ihre Wirte nicht ndher verwandt sind (siehe Abbildung 4). Daher kdnnte eine
zwischenartliche Ubertragung und Anpassung an einen neuen Wirt an der Entstehung dieser
PV-Gattung beteiligt gewesen sein. EePV1 besitzt eine zweite NCR zwischen frihen und
spaten Genen, die nur bei Lambda-PV (Wirtsordnung: Carnivora) vorkommt. Es besteht

jedoch keine nahere Verwandtschaft zwischen EePV1 und Lambda-PV, und die Sequenzen
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ihrer zweiten NCR zeigen im Alignment keinerlei Sequenzibereinstimmung. Daher ist eine
Homologie dieser Region von EePV1 und Lambda-PV unwahrscheinlich (Schulz et al.,
2009a). Bei den Lambda-PV zeigen sich nur innerhalb der Vertreter der Lambda-1-PV-Art
Ubereinstimmungen zwischen den Sequenzen der zweiten NCR. Die zweite NCR der
Lamda-2-, Lambda-3- und Lambda-4-PV-Art zeigen hingegen keine Ubereinstimmungen
zueinander oder zur korrespondierenden Region der Lambda-1-PV oder EePV1. Hinzu
kommt, dass andere PV-Typen der Carnivora wie FdPV2 (Wirt: Hauskatze, Felis catus
Linnaeus, 1758, Ordnung: Carnivora) (Lange et al., 2009b) oder CPV2, -4, -5 und -7 (Wirt:
Haushund, Canis lupus familiaris Linnaeus, 1758, Ordnung: Carnivora) (Tobler et al., 2006;
Yuan et al.,, 2007; Tobler et al., 2008; Lange et al., 2009a), die ebenfalls nicht ndher mit
Lambda-PV verwandt sind, keine zweite NCR aufweisen. Eine mehrfach unabhangige
konvergente Entstehung dieses Merkmals kann daher als Erklarung fur diesen Befund
gesehen werden (Schulz et al., 2009a).

RnPV1 (Wirt: Wanderratte, Rattus norvegicus) bildet eine monophyletische Gruppe mit den
bekannten PV-Typen der Pi-PV, die ebenfalls Nager infizieren (Schulz et al., 2009b). Die
nahe Verwandtschaft ihrer Wirte spricht auf den ersten Blick fur Ko-Divergenz. Die
Systematik der Rodentia ist derzeit umstritten. Dies erschwert die Beweisfiihrung anhand
von Vergleichen der Stammbaumtopologien der Viren und ihrer Wirte. Daher muss Ko-
Divergenz innerhalb der Pi-PV mit Vorsicht bewertet werden. RnPV1 bildet im Stammbaum
der zusammengesetzten Gene E1/E2/L1 die Schwestergruppe zu McPV2 [Wirt: Mastomys
coucha; Ordnung: Rodentia]. Unter der Annahme von Ko-Divergenz musste RnPV1 aber
naher mit MmiPV1 [Wirt: Erntemaus, Micromys minutus (Pallas, 1771); Ordnung: Rodentia]
verwandt sein als mit McPV2, denn M. minutus und R. norvegicus sind naher miteinander
verwandt als R. norvegicus und M. coucha (Rowe et al., 2008).

Hinzu kommt, dass die Rodentia-PV, neben den Pi-PV, zwei weitere nur entfernt verwandte
Gattungen lota-PV und Sigma-PV bilden. Dies steht im Gegensatz zur Monophylie ihrer
Wirte. Daher muissen fir die Entstehung der einzelnen Rodentia-PV-Gattungen alternative
Erklarungen herangezogen werden. PV-DNA wurde in den verschiedenen Rodentia an sehr
unterschiedlichen Kérperregionen wie Mundhdéhle, Haut und Genitalbereich und — im Fall der
Mastomys-PV — auch in inneren Organen nachgewiesen (O’Banion, Reichmann und
Sundberg, 1988; lwasaki et al., 1997; Rector et al., 2005a; Nafz et al., 2007; Nafz et al.,
2008; Schulz et al, 2009b). Diese PV-Typen haben anscheinend die Fahigkeit,
unterschiedliche Habitate zu besiedeln. Daher spielt moglicherweise adaptive Radiation und
Realisierung neuer 6kologischer Nischen in unterschiedlichen Habitaten auf demselben Wirt
eine Rolle bei der Diversifizierung der Rodentia-PV (Jackson, 2005; Gottschling et al.,
2007a, Bravo, de Sanjosé und Gottschling, 2010).
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Mit Ausnahme von PphPV3 nehmen alle PV-Typen der Cetacea jeweils unterschiedliche
Stellungen innerhalb der Stammbaume der friilhen und spaten Gene ein. Wahrend PphPV3
in beiden Stammbadumen die Schwestergruppe zu SsPV1 bildet, die wiederum die
Schwestergruppe der Alpha+Omega-PV darstellt, nehmen alle anderen Cetacea-PV nur im
Stammbaum der friihen Gene Positionen als Schwestergruppe der Ubrigen Vertreter des
Alpha+Omikron-PV-Supertaxons ein. Hingegen bilden sie im Stammbaum der spaten Gene
eine monophyletische Gruppe mit den Xi-PV (Wirte: Artiodactyla). Beide phylogenetischen
Stellungen sind aus evolutiondrer Sicht plausibel zu erklaren. Die phylogenetischen
Stellungen der frihen Gene von Upsilon+Omikron-PV korrelieren mit dem gemeinsamen
genitalen bzw. mukosalen Tropismus der Vertreter des Alpha+Omikron-PV-Supertaxons.
Jedoch korrelieren die phylogenetischen Stellungen ihrer spaten Gene mit der gemeinsamen
Abstammung der Wirte von Upsilon+Omikrom+Xi-PV (Wirte: Cetartiodactyla) (Gottschling et
al., 2010).

Widerspruchliche Topologien gut gestitzter Stammbaume friher bzw. spater PV-Gene
wurden als Hinweis fur zurGckliegende Rekombinationsereignisse gewertet (Narenchania et
al., 2005; Garcia-Valvé, Alonso und Bravo, 2005; Varsani et al., 2006; Angulo und Carvajal-
Rodriguez, 2007; Shah, Doorbar und Goldstein, 2010). Die Ergebnisse der BootScan-
Analyse sprechen ebenfalls dafir, dass die unterschiedlichen Stellungen der Cetacea-PV ein
weit zuruckliegendes Rekombinationsereignis widerspiegeln. Dabei kdnnten Bereiche der
spaten Gene eines nahen Verwandten der Alpha+Omega+Dyodelta-PV gegen den
korrespondierenden Bereich eines nahen Verwandten der Xi-PV ausgetauscht worden sein.
Mit Ausnahme von PphPV3 sind die Genome aller Cetacea-PV damit chimarisch aus
Bestandteilen der frihen Gene der Alpha-PV und der spaten Gene der Xi-PV
zusammengesetzt. Moglicherweise stellt PphPV3 einen Verwandten eines noch
unbekannten Donors dar, dessen frihe Gene in die Genome eines nahen Verwandten der
Xi-PV integriert wurden (Gottschling et al., 2010). Den wahren Donor wird man vermutlich nie
finden, weil er vermutlich schon ausgestorben ist oder sich im Laufe der Zeit stark verandert
hat.

6.4 Ausblick

Die Rodentia-PV infizieren nah verwandte Wirte, zeigen im Stammbaum aber
polyphyletische Positionen. Der neue Eulipotyphla-PV EePV1 zeigt nahe Verwandtschaft zu
PV-Typen, welche entfernt verwandte Wirte (Primates) infizieren. Hinzu kommt, dass die
Cetacea-PV in separaten Analysen friher und spater Gene widersprichliche Verwandt-
schaftsverhaltnisse aufweisen. Daraus ergibt sich ein sehr komplexes Bild der PV-Evolution.
Die heute bekannte Diversitdt der PV ist sicherlich durch das Wirken verschiedener

Evolutionsmechanismen einschlieRlich Ko-Divergenz, zwischenartlicher Ubertragung und
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unabhangiger Veranderung auf verschiedenen Wirten, adaptiver Radiation und der
Realisierung neuer dkologischer Nischen auf demselben Wirt sowie durch Rekombinations-
ereignisse entstanden.

Als Folge dieser Erkenntnis sollten die Verwandtschaftsverhaltnisse jeder einzelnen PV-
Gattung separat betrachtet werden. Dabei sollten die phylogenetischen Stellungen im
Zusammenhang mit den jeweiligen Eigenschaften der Viren, ihren Genomorganisationen
und den Beziehungen zu ihren Wirten interpretiert werden.

Weiterhin gilt es, die bestehenden Lucken im Wissen um die PV-Diversitat zu flllen, um die
komplexen evolutionaren Zusammenhange innerhalb der PV im Detail zu verstehen. Dazu
ist es notwendig, weitere neue PV-Typen zu klonieren und ihre genomischen Sequenzen in
die Stammbaumrekonstruktion zu integrieren. Eine bessere Kenntnis der PV-Evolution kann
helfen, die Verknlipfung zwischen Genotyp und dem karzinogenen Phanotyp bestimmter PV-
Typen zu verstehen. Dies ware von groRer Wichtigkeit fur die medizinische Diagnostik. Man
weill beispielsweise, dass das Potenzial fir maligne Transformation bei nah verwandten
HPV-Typen am ahnlichsten ist (Mufioz et al., 2003). Das Wissen um die PV-Evolution kann
also helfen, anhand der Verwandtschaftsverhaltnisse Risikoabschatzungen fur potenzielle
karzinogene Eigenschaften bestimmter PV-Taxa vorzunehmen (Schiffmann et al., 2005;
Bravo und Alonso, 2007; Burk, Chen und van Doorslaer, 2009; Diallo et al., 2009; Esmaeili,
Mohabatkar und Mohsenzadeh, 2010). Die genitalen HR-HPV-Typen (Alpha PV, Alpha-9
und Alpha-11, HPV18 und HPV16) kdnnen den Niedrigrisiko-HPV-Typen (Beta-, Gamma-,
Mu- und Nu-PV) aufgrund ihrer phylogenetischen Verwandtschaft gegeniibergestellt werden.
Dieses Wissen ist entscheidend bei der Auswahl bestimmter PV-Typen fir kinftige
Experimente. Dies ist besonders fur solche PV-Typen interessant, die gerade erst isoliert
wurden und daher noch nicht experimentell charakterisiert werden konnten.

Ebenso kann eine verbesserte Klassifizierung helfen, eine adaquate Auswahl von PV-Typen
und ihren Wirten fur die Etablierung kinftiger Tiermodelle zu treffen (Borzacchiello et al.,
2009). Die Klonierung von PV-Typen klassischer Labortiere kann dazu beitragen, neue
Tiermodelle zu etablieren und damit PV-induzierte Erkrankungen in vivo zu untersuchen
(Schulz et al., 2009b). Beispielsweise kann die Interaktion der Viren mit dem komplexen
Zellsystem der Haut und dem Immunsystem untersucht werden, was fir die
Impfstoffentwicklung von entscheidender Bedeutung ist. Tiermodelle anhand der
Wanderratte oder der Hausmaus hatten den Vorteil, dass die Genome dieser Tiere bereits
vollstdndig bekannt sind (Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002; Rat Genome
Sequencing Project Consortium, 2004) und zahlreiche genetisch veranderte Varianten dieser
Tiere sowie Antikorper gegen eine Vielzahl ihrer Proteine verfigbar sind. Die Identifizierung
von Genen bzw. von Proteinen des Wirtes, die die Pathogenese von PV-Infektionen

beeinflussen, kann zur Entwicklung neuer Praventionsstrategien und Therapeutika beitragen.
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Des Weiteren lielen sich mit Ratten- oder Mausmodellen auch molekulare Mechanismen
entschlisseln, die zoonotische PV-Ubertragungen erlauben bzw. verhindern. Dies kann
wiederum dazu beitragen, die wirtschaftlichen Schaden durch zwischenartliche PV-
Infektionen in Nutztieren, wie Pferden und Rindern, zu verringern. Darlber hinaus lieen sich
mogliche Gefahren fir den Menschen abschéatzen, die von zoonotischen Ubertragungen

nicht humaner PV ausgehen.
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