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

der Freien Universitat Berlin

Neuartige Adenoviren nicht-humaner Primaten: hohe
genetische Diversitat und Hinweise auf

Rekombinationen und zoonotische Ubertragungen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Veterinarmedizin
an der

Freien Universitat Berlin

vorgelegt von Diana Wevers
Tierarztin

aus Aachen

Berlin 2012
Journal-Nr.: 3579



Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs Veterindrmedizin
der Freien Universitat Berlin

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Leo Brunnberg
Erster Gutachter: PD Dr. Kerstin Borchers
Zweiter Gutachter: PD Dr. Sebastian Voigt
Dritter Gutachter: PD Dr. Jargen Kricken

Deskriptoren (nach CAB-Thesaurus):
Adenoviridae, Primates, zoonoses, phylogeny, polymeraise chain reaction, wild
animals, Africa South of Sahara

Tag der Promotion: 09.11.2012

Bibliografische Information der Deutschen Nationalbibliothek

Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation in der Deutschen
Nationalbibliografie; detaillierte bibliografische Daten sind im Internet Uber
<http://dnb.ddb.de> abrufbar.

ISBN: 978-3-86387-251-9
Zugl.: Berlin, Freie Univ., Diss., 2012

Dissertation, Freie Universitat Berlin
D 188

Dieses Werk ist urheberrechtlich geschitzt.

Alle Rechte, auch die der Ubersetzung, des Nachdruckes und der Vervielfaltigung des Buches, oder
Teilen daraus, vorbehalten. Kein Teil des Werkes darf ohne schriftliche Genehmigung des Verlages in
irgendeiner Form reproduziert oder unter Verwendung elektronischer Systeme verarbeitet,
vervielfaltigt oder verbreitet werden.

Die Wiedergabe von Gebrauchsnamen, Warenbezeichnungen, usw. in diesem Werk berechtigt auch
ohne besondere Kennzeichnung nicht zu der Annahme, dass solche Namen im Sinne der
Warenzeichen- und Markenschutz-Gesetzgebung als frei zu betrachten wéren und daher von
jedermann benutzt werden dirfen.

This document is protected by copyright law.
No part of this document may be reproduced in any form by any means without prior written
authorization of the publisher.

Alle Rechte vorbehalten | all rights reserved

© Mensch und Buch Verlag 2012 Choriner Str. 85 - 10119 Berlin
verlag@menschundbuch.de — www.menschundbuch.de



Flr Papa

Para Mama



INHALT

I Verzeichnis der ABKUIrzuNgeN...........cccciiiiiiiiiiices s ss s s s s s e e e s e e e s e e e e nnnnnnnns Vi
S =1 41 (=1 0 [ T o S 7
7~ T e o 1 131013 o 9
0t B Vo 1= 4 o =Y o 9
2.1.1 Hauptcharakteristika der ADENOVIFEN ..........coviiiiiii i 9
2.1.2 Einteilung der AdenoViIridae ...........ccoeii i 11
2.1.3 Organisation des VIilONS ..........cuuuiiiiiii i e e e e eeaenes 16
2.1.4 Genomaufbau und Virusproteing ...........coooviiiiiiiiiiiccce e 18
2.1.5 Viruseintritt in die WirtSzelle ..............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 19

P20 L T (= (o] 0] o] F= 111 o I 20

P B A o [ g F= T o TN =Y o To A = o 22
2.1.7.1 Entdeckung humaner AdENOVIrEN.........cccooiiiiiiiii i 22
2.1.7.2 Klinische Relevanz humaner ADeNOVIFEN ...........oooiiiiiiiiiiiiiiieeiee e 22

2.1.8  SiMIANE AENOVIFEN ......uuiiiiiiiiiiiiiitiiiieteeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 24
2.1.8.1 Entdeckung simianer ADENOVIFEN .......ccccooiiiiiiiiiiii e 24
2.1.8.2 Kilinische Relevanz simianer ADENOVIrEN ........ccooiiiiiiiiiiiiiiiee e 25

8 A o T o 3 1o X1 - o 26
2 T | o =Y 0 = o RPN 26
2.2.2 Infektionen von Menschenaffen und ihr zoonotisches Potential ........................ 27

3 PubliKationen.........oooeeee i —————————————— 29
B g N ¥ o 11 €= 1o 4 e 29
3.1.1  Zusammenfassung der Publikation 1.............cccooiiiiiiiiiii e, 29

R T 0 W o1 1= 4o o P 30

3.2 Publikation 2 ...ttt 45
3.2.1 Zusammenfassung der Publikation 2.............cccooiiiiiiiiiiiii e, 45
I ¥ o] 1= T o P 46

4 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse.........ccccccmmccciciiiiiiiiiiineeenens 77
4.1 Wichtigste Ergebnisse der Publikation 1 ... e, 77
4.1.1 Identifizierung eines neuen Adenovirus aus Kotproben von Gorillas.................. 77
4.1.2 Bioinformatische Analysen der Sequenz von GgorAdV-B7 ........cccoceeeeiiiiiiniinnnn, 77
4.1.2.1 Analysen des gesamten Genblocks sowie einzelner Gene von GgorAdV-B7........... 77
4.1.2.2 Phylogenetische Analyse von GgorAdV-B7 ............oooviiiiiiiiiiiiiiciccieeeee e, 79

4.1.3 Untersuchung von Kotproben von Gorillas aus Gabun und Deutschland........... 81



INHALT

4.2 Wichtigste Ergebnisse der Publikation 2..............cooommiccii e, 83
4.2.1 Zusammenstellung der Probenkollektion ..., 83
4.2.2 Analyse aller Proben mit der generischen DPOL-PCR...........ccooviiiiiiiiiinnnieenn, 84
4.2.3 Phylogenetische Untersuchung der DPOL-Sequenzen neuartiger AdVs........... 85
4.2.4 Phylogenetische Analyse der Hexon-Sequenzen neuartiger AdVs.................... 85

5 DiSKUSSION ....cciiiiiiiiiiiiiieie s 90

5.1 Probenmaterial..........cooooiii s 920

5.2 Genetische Diversitit von AdVS ... 90

5.3 Unterschiede in der Verteilung der Wirtsarten innerhalb der einzelnen AdV-

Spezies und Hinweise auf zoonotische Ubertragungen..........c.ccoeueeueeeeeerceriensessnsnnennn. 91
5.3.1 AdV-Spezies mit AdVs, die in einer bevorzugten Wirtsart vorkommen .............. 92
5.3.2 AdV Spezies mit jeweils unterschiedlichen Wirten.................ccciiiiei e, 95

5.4 Hinweise auf Rekombinationsereignisse von AdVs nicht-humaner Primaten..97

5.5 NOMENKIAtUN ... 98

5.6 AUSDBIICK ... ———————————————— 98

6 ZuSaMMENFASSUNQ ..ccceeeimeeeeiiiecii e e s e s e s e e e s e s s s e s s e e s e e e e e e s s e nnnn s s s s ssnnnnnns 99
A= 10 15 11 42 = 1 V2 SO 101
8 LiteraturverzeiChnis ... 103
9 PublikationsverzeiChnis ... 116

9.1 Aufstellung der Publikationen dieser Dissertation und Beschreibung eigener

==Y 11 Ve = PSSP PRRRRPR 116

9.2 Weitere Publikationen der vorliegenden Arbeit..........ccooeeeeeciiiiiiiiicccceeneeeeee 117
9.3 \Vorstellung der Arbeit innerhalb des Robert Koch-Instituts........ccccccccceeeennnnee 117
0T 0 7= T g1 T T [T Y 119

11 Selbstandigkeitserklarung .........oeececiiiiiiiii e 120



VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN

| Verzeichnis der Abkluirzungen

AdV
AdVs
bp
CAR
DAdV
DBP
DPOL
GA
GgorAdV
HAdV
ICTV
kb

Kbp
LD

ML
mVista
NHP
NWM
OWM
PCR
pTP
PtroAdV
SA
SAdV
SV
TAdV
TP

VP

Adenovirus

Adenoviren

Basenpaar
Coxsackie-Adenovirusrezeptor
Duck Adenovirus
DNA-bindendes Protein
DNA-Polymerase

Great ape

Gorilla gorilla Adenovirus
humanes Adenovirus
International Comittee on Taxonomy of Viruses
Kilobase

Kilobasenpaare

long distance

Maximum likelihood
MontaVista Software

nicht humane Primaten
New world monkey

Old world monkey
Polymerase-Kettenreaktion
pre-terminales Protein

Pan troglodytes Adenovirus
Simianes Agens

simianes Adenovirus
Simianes Virus

Turkey Adenovirus
terminales Protein

virales Protein

\'A



EINLEITUNG

1 Einleitung

Das Wirtsspektrum der meisten pathogenen Erreger ist nicht streng auf eine einzige Wirtsart
beschrankt, weshalb Zoonosen eine grofl3e Rolle fur die 6ffentliche Gesundheit spielen. 61%
der weltweit volksgesundheitlich relevanten Bakterien, Viren und Parasiten sind tierischer
Herkunft. Berlicksichtigt man nur Krankheiten, die in den letzten 30 bis 40 Jahren neu oder
erneut in die menschliche Population getragen wurden, so ist der Erregeranteil zoonotischen
Ursprungs auf 75% gestiegen. Aus diesem Grund riicken Zooanthroponosen immer mehr in
den Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen. Bei der Entstehung von Zooanthroponosen
spielen heutzutage anthropogene Veranderungen der Umwelt eine lbergeordnete Rolle, wie
etwa das Eindringen in unberiihrte Okosysteme, deren Zerstérung und Fragmentierung und
der daraus resultierende Rlckgang der Biodiversitat. Auch bei der Haustierhaltung oder
Jagd kann es zu einer Erregeribertragung kommen. Generell kann jede Schnittstelle
zwischen Mensch und Tier Raum fiir potentielle Ubertragungen schaffen.

Erreger, die Affen infizieren, sind von besonders groRer Bedeutung, da Affen als unsere
nachsten lebenden Verwandten die geringste Speziesbarriere fiir Erreger darstellen. Aus
diesem Grund sind ihre Pathogene mogliche Kandidaten fiir zoonotische Ubertragungen.
Nur 0,5% der weltweit vorkommenden Vertebraten sind Primaten, aber 20% der grof’en
Volkskrankheiten sind auf Erreger simianer Herkunft zurlickzufiihren, wie beispielsweise HIV
und Malaria. Um das von Affen ausgehende zoonotische Potential abschatzen zu kénnen, ist
es besonders wichtig zu erfahren, welche Erreger in Affen zirkulieren und wie diese
beschaffen sind. Hier sollte der Schwerpunkt nicht allein auf solche mit hoher Pathogenitat
gelegt werden, sondern auch ubiquitdr vorkommende moderat pathogene Erreger sollten auf
ihr zoonotisches Potential untersucht werden, wie beispielsweise Adenoviren.

Adenoviren sind unbehiillte ikosahedrische Viruspartikel und zeichnen sich durch ihre hohe
Tenazitat aus. lhre Diversitat flihrte zur Definition zahlreicher Genera, Spezies und
Serotypen. |hr Genom besteht aus einer linearen Doppelstrang-DNA und die molekulare
Evolution humaner Adenoviren wird durch illegitime Rekombination beschleunigt. Infektionen
mit ihnen verlaufen bei Mensch und Tier in der Regel subklinisch; nur wenige Adenoviren
sind obligat pathogen. Bei immunsupprimierten Patienten jedoch ist ein breites Spektrum von
Erkrankungen auf Adenoviren zuriickzuflihren, welche insbesondere bei Auftreten einer
Viramie zu schweren Verlaufen fihren kénnen. In der Veterindrmedizin spielen Adenoviren

bei Hunden, Gefligel und Rindern eine Rolle. Welche adenoviralen Serotypen bei wild
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lebenden Affen und Menschenaffen zirkulieren, wie haufig sie vorkommen und welche
Auswirkungen eine Infektion mit Adenoviren fiir die Tiere hat, ist weitestgehend unbekannt.
Dank Kooperationen zwischen der Nachwuchsgruppe 2 des Robert Koch-Instituts und
diversen Arbeitsgruppen in West-, Zentral- und Ost-Afrika ist es gelungen, eine grolte Menge
Probenmaterial aus wildlebenden Affen und Menschenaffen zu sammeln. Sie bildet eine
optimale Voraussetzung, um sich folgenden Fragestellungen zu widmen: (i) Kommen
Adenoviren bei wildlebenden Primaten vor? (ii) Wie sind ihre phylogenetischen
Eigenschaften? (iii) Besteht Potenzial einer zoonotischen Ubertragung zwischen Menschen
und nicht menschlichen Primaten? (iv) Lassen sich Rekombinationen bei simianen
Adenoviren beobachten?

Die Beantwortung dieser Fragen ist Zielsetzung der vorliegenden Promotionsarbeit.
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2 Schrifttum

2.1 Adenoviren

2.1.1 Hauptcharakteristika der Adenoviren

Adenoviren (AdV) sind unbehiillte ikosahedrische Viruspartikel (Wold & Horwitz, 2007). lhre
Diversitat fuhrte zur Definition zahlreicher Genera, Spezies und Serotypen. Das Genom
besteht aus einer lineare Doppelstrang-DNA (Roberts et al., 1984). Viele AdVs zeigen
hamagglutinierende Eigenschaften (Rosen, 1958). Einige Adenoviren (AdVs) transformieren
Nager- bzw. andere Saugerzellen oder induzieren experimentell Tumoren in heterologen
Spezies, insbesondere Nagern (Merkow & Slifkin, 1973). Hierzu sind insbesondere humane
Adenoviren (HAdVs) der Spezies A in der Lage (McLeod & Ham, 1963). Adenoviren weisen
zumeist ein enges Wirtsspektrum auf (Andrewes, 1989; Russel, 2005; Wold & Horwitz,
2007). Sie Ubertragen sich in Form von Tropfchen- und Schmierinfektionen (Rubin, 1993).
Meistens treten subklinische Infektionen auf und nur wenige AdVs sind obligat pathogen
(Andrewes, 1989). Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht tiber eine Auswahl klinisch relevanter AdVs
der Human- und Veterindrmedizin. AdVs zeichnen sich durch ihre hohe Tenazitat aus (Pirtle
& Beran, 1991; Wold & Horwitz, 2007). Zu ihrer Diagnose kénnen AdVs in permissiven
Zellkulturen angeziichtet und unter Ausbildung eines charakteristischen zytopathischen
Effektes vermehrt werden. Eine Infektion mit AdVs fiihrt zu einer Abrundung der infizierten
Zelle. Sie aggregieren unter Lyse des Chromatins, gefolgt von dem Auftreten eosinophiler
oder basophiler intranuclearer Einschlusskérperchen (Bai et al., 1993). Heute wird die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zum Nachweis von AdVs der Virusanzucht in einer

Zellkultur vorgezogen (Pehler-Harrington et al., 2004).
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Tabelle 1 Klinisch relevante Adenoviren der Human- und Veterindrmedizin

AdV
Wirtspezies Erkrankungen Serotypen
Spezies
Mensch A Gastroenteritis HAdV-31
HAdV-3
Akute Erkrankung der Atemwege,
HAdV-11
Lungenentziindung
HAdV-14
B Konjunktivitis
HAdV-21
Akute hamorrhagische Cystitis, schwere
HAdV-34
Verlaufe bei immunsupprimierten Patienten
HAdV-35
HAdV-1
. HAdV-2
C Erkrankung der Atemwege, milde Verlaufe
HAdV-5
HAdV-6
HAdV-8
Schwere Verlaufe von epidemischer
D HAdV-19
Keratokonjunktivitis
HAdV-37
Akute Erkrankung der Atemwege,
E HAdV-4
Konjunktivitis, auch schwere Verlaufe
HAdV-40
F Gastroenteritis
HAdV-41
G Gastroenteritis HAdV-52
Gastroenteritis bei Makaken, Griinmeerkatzen
und Gorillas
Affe
Akute Erkrankung der Atemwege bei
Grinmeerkatzen und Schimpansen
Infektidse Hundehepatitis,
Carnivoren Enzootische Fuchsencephalitis, CAdV-1
Rubarth-Krankheit
Infektidse Laryngotracheitis
Infektiése Tracheobronchitis CAdV-2
Zwingerhusten
Erkrankungen der Atemwege
Rind Gastroenteritis

Crowding-Syndrom bei Kalbern

10
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...Tabelle 1 fortgesetzt

Adenovirus
Wirtspezies Erkrankungen Serotypen
Spezies
Végel ,€gg-drop“-Syndrom bei Hihnern DAdV-1
hamorrhagische Enteritis bei Puten TAdV-3
Marmormilzkrankheit bei Fasanen TAdV-3
Hirsch hamorrhagische Epizootie beim Maultierhirsch  OdAdV-1

2.1.2 Einteilung der Adenoviridae

Die Familie der Adenoviridae wird in Genera, Spezies und Serotypen unterteilt (Harrach et
al., 2011). Die Ahnlichkeit zwischen den phylogenetischen Stammb&umen des Protease-
Gens von AdVs und der kleinen Einheit der mitochondrialen rRNA der Wirte lassen den
Schluss zu, dass AdVs sich weitestgehend koevolutionar mit ihren Wirten entwickelt haben
(Davison et al., 2003). Der Stammbaum der Adenoviridae gliedert sich in flinf groRe Gruppen
(Abb.1). Sie entsprechen den finf etablierten Genera Mast-, Avi-, At-, Si- und Ichtadenovirus.
AdVs des Genus Mastadenovirus befallen ausschlieRlich Sadugetiere und wurden bereits aus
Menschen, Affen, Rindern, Schafen, Schweinen und Hunden isoliert (Harrach et al., 2011).
Alle bei Primaten entdeckten AdVs gehéren zum Genus Mastadenovirus (Andrewes, 1989;
Davison et al., 2003; Roy et al., 2009; Harrach et al., 2011). Eine nicht offizielle Auflistung,
bei welchen Primatenarten sie bereits isoliert wurden und zu welcher Adenovirusspezies sie
zugeordnet werden, ist der Tabelle 2 zu entnehmen. Aviadenoviren haben sich koevolutionar
mit Vogeln entwickelt und sind ubiquitar bei ihnen verbreitet. Sie wurden unter anderem bei
Falken, Hihnern und Gansen nachgewiesen (Harrach, 2002). Uber ein breiteres
Wirtspektrum verfligen die At- und Siadenoviren (Harrach, 2008). Aufgrund des
vergleichsweise hohen A+T Gehaltes ihres Genoms erhielten Atadenoviren ihren Namen. Es
wird vermutet, dass sie urspriinglich aus Reptilien stammen (Harrach, 2000, 2008), da alle
bei Reptilien isolierten AdVs zum Genus Atadenovirus gehéren; zu den Wirten gehéren 10
Schlangenarten (Heldstab & Bestetti, 1984; Ogawa et al.,, 1992; Juhasz & Ahne, 1993;
Schumacher et al., 1994; Perkins et al., 2001; Wellehan et al., 2004), 4 Echsenarten (Julian
& Durham, 1982; Jacobson & Kollias, 1986; Jacobson & Gardiner, 1990; Kinsel et al., 1997)
und eine Krokodilart (Jacobson et al., 1984). Sie wurden bisher noch nicht offiziell durch das
oInternational Committee on Taxonomy of Viruses® (ICTV) bei den Atadenoviren
aufgenommen. Atadenoviren wurden zusatzlich bei Wiederkauern (Bartha, 1969; Boros et
al., 1985; Dan et al., 1998; Lehmkuhl & Cutlip, 1999; Lehmkuhl et al., 2001), Végeln (Harrach
et al., 1997; Hess et al.,, 1997) und Opossums (Thomson et al.,, 2002) identifiziert.

Siadenoviren, die auf Grund eines potentiellen Sialidasegens ihren Namen erhielten, wurden

11
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bei Greifvogeln, Truthahnen (Pitcovski et al., 1998) und einem Frosch (Davison et al., 2000)
isoliert. lhr Ursprung wird aber bei den Amphibien vermutet (Harrach, 2008). Das 2003 bei
einem Stor entdeckte AdV filhrte zu der Etablierung des neusten Genus Ichtadenovirus
(Benko et al., 2002; Kovacs et al., 2003). Zur Klassifizierung von AdVs wird eine Vielzahl von
Kriterien herangezogen. Die Zusammensetzung und Anzahl der Kriterien unterscheidet sich
von Genus zu Genus und ist bei den Mastadenoviren besonders ausgereift (Harrach et al.,
2011). Die Einteilung in Spezies und Serotypen erflogt heute basierend auf phylogenetischen
Analysen. Friher jedoch wurden Unterscheidungsmerkmale wie Hamagglutination- und
DNA-Hybridisierungstests, RFLP- Analysen, GC-Gehalt des Genoms, Onkogenitat in
Nagern, Wachstumseigenschaften in Zellkultur, Anzahl von VA RNA Genen und das

Wirtsspektrum fiir die Einordnung herangezogen.

Ichtadenovirus

Siadenovirus — frog-1 (AdV beim Frosch)
100 | - turkey-3 (AdV beim Truthahn)
: : fowl-10 (AdV beim Huhn
Aviadenovirus fowl-4 (AGV beum Humm) )
fowl-9 (AdV beim Huhn)
fowl-1 (AdV beim Huhn)
i snake- 1 (AdV bei der Schlange
Atadenovirus[~ " 0 AdV bei der Ente) )
94 possum-1 (AdV beim Opossum)
bovine-7 AdV beim Rind)
goat- 1 AdV bei der Ziege)
ovine-7 (AdV beim Schaf)
odocoileus (AdV beim Hirsch)
bovine-6 AdV beim Rind)
bovme 4 (AdV beim Rind)
bovine-8 AdV beim Rind
bovine- 5 (AdV beim Rind)
murine-1 (AdV bei der Maus)

bovine-10 (AdV beim Rind)
i | equine-1 (AdV beim Pferd)

Mastadenovirus anine-2 (AdV belm Hund)
94 canlne 1 AdV beim Hund)

bovme 3 (AdV beim Rind)

porcine-3 AdV beim Schwein)

— l,_E’cme 5 AdV beim Schwein)

84 bovine- 2 (AdV beim Rind)

tupaia-1 (AdV beim Spitzhdrnchen)
equine-2 (AdV beim Pferd)
HAdV-12 | HAdV-A
HAdV-41
HAdv-40 | HAdV-F
HAdV-5
HAdV-2
Hadv- | HAIV-C
HAdV-1
HAdV-37
HAdV-17
HAdv-48 | HAdV-D
HAdV-9
HAdV-19
HAdV-4 | Hadv-E
SAdV-25
HAdV-3
HAdV-7
HAdV-11
HAdv-35 | HAdV-B
HAdV-21
SAdV-21

sturgeon-1 (AdV beim Stor)

68

88

10%

Abb.1 Phylogenetischer Stammbaum der Adenoviridae basierend auf Nukleinsaure-

Sequenzen des Hexon-Gens. Modifiziert nach: www.vmri.hu/~harrach

12
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Tabelle 2 Adenoviren bei Primaten

Adenovirus

Abkiirzung

Wirt

Lateinische

Wirtsnamen

Humane Adenovirus A
Humane Adenovirus 12
Humane Adenovirus 18

Humane Adenovirus 31

Humane Adenovirus B
Humane Adenovirus 3
Humane Adenovirus 7
Humane Adenovirus 11
Humane Adenovirus 14
Humane Adenovirus 16
Humane Adenovirus 21
Humane Adenovirus 34
Humane Adenovirus 35
Humane Adenovirus 50
Simiane Adenovirus 21
Simiane Adenovirus 27.1
Simiane Adenovirus 27.2
Simiane Adenovirus 28.1
Simiane Adenovirus 28.2
Simiane Adenovirus 29
Simiane Adenovirus 32
Simiane Adenovirus 33
Simiane Adenovirus 35.1
Simiane Adenovirus 35.2
Simiane Adenovirus 41.1
Simiane Adenovirus 41.2
Simiane Adenovirus 46

Simiane Adenovirus 47

HAdV-12
HAdV-18
HAdV-31

HAdV-3
HAdV-7
HAdV-11
HAdV-14
HAdV-16
HAdV-21
HAdV-34
HAdV-35
HAdV-50
SAdV-21
SAdV-27.1
SAdV-27.2
SAdV-28.1
SAdV-28.2
SAdV-29
SAdV-32
SAdV-33
SAdV-35.1
SAdV-35.2
SAdV-41.1
SAdV-41.2
SAdV-46
SAdV-47

Mensch

Mensch

Schimpanse
Gorilla
Schimpanse
Gorilla

Schimpanse

Bonobo

Gorilla

Pan troglodytes

Gorilla gorilla

Gorilla gorilla

Pan troglodytes

Pan paniscus

Gorilla gorilla
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...Tabelle 2 fortgesetzt

Adenovirus

Abkiirzung

Wirt

Lateinische

Wirtsnamen

Humane Adenovirus C
Humane Adenovirus 1
Humane Adenovirus 2
Humane Adenovirus 5
Humane Adenovirus 6

Simiane Adenovirus 31.1

Simiane Adenovirus 31.2

Simiane Adenovirus 34

Simiane Adenovirus 40.1

Simiane Adenovirus 40.2

Simiane Adenovirus 42.1

Simiane Adenovirus 42.2

Simiane Adenovirus 42.3

Simiane Adenovirus 43
Simiane Adenovirus 44

Simiane Adenovirus 45

Humane Adenovirus D
Humane Adenovirus 8

Humane Adenovirus 9

Humane Adenovirus 17
Humane Adenovirus 19
Humane Adenovirus 22
Humane Adenovirus 26
Humane Adenovirus 28
Humane Adenovirus 29
Humane Adenovirus 30
Humane Adenovirus 36
Humane Adenovirus 37
Humane Adenovirus 46
Humane Adenovirus 48
Humane Adenovirus 49

Humane Adenovirus 53

HAdV-1
HAdV-2
HAdV-5
HAdV-6
SAdV-31.1
SAdV-31.2
SAdV-34
SAdV-40.1
SAdV-40.2
SAdV-42.1
SAdV-42.2
SAdV-42.3
SAdV-43
SAdV-44
SAdV-45

HAdV-8

HAdV-9

HAdV-17
HAdV-19
HAdV-22
HAdV-26
HAdV-28
HAdV-29
HAdV-30
HAdV-36
HAdV-37
HAdV-46
HAdV-48
HAdV-49
HAdV-53

Mensch

Pan troglodytes

Pan paniscus

Gorilla gorilla
Pan paniscus

Gorilla gorilla
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...Tabelle 2 fortgesetzt

Adenovirus Abkiirzung Wirt Lateinische
Wirtsnamen

Humane Adenovirus D

Humane Adenovirus 54 HAdV-54 —=

Humane Adenovirus E

Humane Adenovirus 4 HAdV-4 Mensch

Simiane Adenovirus 22 SAdV-22 Schimpanse Pan troglodytes

Simiane Adenovirus 23 SAdV-23 - —-

Simiane Adenovirus 24 SAdV-24 - —-

Simiane Adenovirus 25.1 SAdV-25.1 - —-

Simiane Adenovirus 25.2 SAdV-25.2 - —-

Simiane Adenovirus 26 SAdV-26 - —-

Simiane Adenovirus 30 SAdV-30 - —-

Simiane Adenovirus 36 SAdV-36 - —-

Simiane Adenovirus 37.1 SAdV-37.1 - —-

Simiane Adenovirus 37.2 SAdV-37.2 Bonobo

Simiane Adenovirus 38 SAdV-38 Schimpanse Pan troglodytes

Simiane Adenovirus 39 SAdV-39 —-- —-

Humane Adenovirus F

Humane Adenovirus 40 HAdV-40 Mensch

Humane Adenovirus 41 HAdV-41 —— —-

Humane Adenovirus G

Humane Adenovirus 52 HAdV-52 Mensch

Simiane Adenovirus 1 SAdV-1 Langschwanzmakak Macaca fascicularis

Simiane Adenovirus 7 SAdV-7 Rhesusaffe Macaca mulatta

Simiane Adenovirus A

Simiane Adenovirus 3 SAdV-3 Rhesusaffe Macaca mulatta

Simiane Adenovirus 6 SAdV-6 - =5=

Simiane Adenovirus 48 SAdV-48 Langschwanzmakak Macaca fascicularis
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...Tabelle 2 fortgesetzt

Adenovirus Abkiirzung Wirt Lateinische

Wirtsnamen

Nicht zugeordnete AdV

Simiane Adenovirus 18 SAdV-18 Grine Meerkatze Chlorocebus aethiops
Simiane Adenovirus 49 SAdV-49 Langschwanzmakak Macaca fascicularis
Simiane Adenovirus 50 SAdV-50 - —=

2.1.3 Organisation des Virions

AdVs sind Viren von 80 bis 110 nm Durchmesser und gehéren zu den mittelgrolien DNA
Viren. Sie besitzen ein Capsid ohne Membranhiille, das eine ikosahedrische Struktur
aufweist (San Martin & Burnett, 2003; Rux & Burnett, 2004). Das Capsid besteht aus 252
Capsomeren (Ginsberg et al., 1966), also 240 Hexonen und zwoélf Pentonen und einer mit
dem Penton verbundenen Fiber (Rux & Burnett, 2004; Wold & Horwitz, 2007) (Abb.2).
Hexone sind 8-10nm grof und bilden die 20 Seitenflachen des Ikosaeders (Wold & Horwitz,
2007). Bei ihnen handelt es sich um ein Trimer des viralen Proteins (VP) Il (Athappilly et al.,
1994; Rux & Burnett, 2000). Hexone bestehen aus zwei charakteristischen Teilen, (i) der
dreieckférmigen Spitze, welche drei sogenannte ,Tirme“ ausbildet und (ii) einer
pseudohexagonalen Grundflache. Die Grundflachen der Hexone liegen eng aneinander
gepackt und schiitzen so den inneren Bereich des Virions (Ginsberg et al., 1966). Die 12
Ecken des Capsids werden von den Pentonen gebildet (Ginsberg et al., 1966). Der Name
Penton deutet auf die Verbindung mit den fiinf Nachbarcapsomeren der Seitenflachen hin
(Athappilly et al., 1994; Rux&Burnett, 2000). Pentone bestehen aus einem Penton-
Basisanteil, welcher ein Pentamer des VP Il ist (Wold & Horwitz, 2007), und einem
Fiberproteinanteil, welcher ein Homotrimer des VP IV ist und Antennen-ahnlich
Speziesabhangig 9 bis 30 nm aus der Oberflache hervorragt (Rux & Burnett, 2004). Dabei
weisen HAdVs der Spezies A die langste, Vertreter der Spezies B die kiirzeste Fiberlange
auf. Viren der Spezies F verfiigen Uber zwei verschiedene Fiberproteine, wobei alternierend
immer nur eines von beiden mit der Pentonbasis verbunden ist (Rux & Burnett, 2004; Wold &
Horwitz, 2007). Die Fiber besteht aus drei Einheiten. Das N-terminale Ende ist mit dem
Penton verbunden, es folgt der zentrale wenig flexible Schaft, welcher flr die individuelle
Fiberlange verantwortlich ist und das knépfchenférmige C-terminale Ende, das an den
zellularen Rezeptor bindet (Wu et al., 2003).

Zusatzlich wird das Capsid durch eine weitere Anzahl von Proteinen stabilisiert. So
neutralisiert das VP VIII Spannungen zwischen den einzelnen Hexonen (Wold & Horwitz,
2007). VP IX zwingt die inneren neun Hexone jeder Seitenflache, eine ebene Flache zu
bilden (Furcinitti et al., 1989; Stewart et al., 1993; Saban et al., 2006). Das vereinzelt
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zwischengesetzte VP VI bindet das hochgradig organisierte Capsid an den DNA-Protein-
Kern des Virions (San Martin & Burnett, 2003).

Im Virionkern befindet sich der Nucleoproteinkomplex. Er setzt sich aus funf viralen
Proteinen (V, VII, Mu, terminale Protein (TP) und Adenain) und dem viralen Genom
zusammen (Russell et al., 1968; Hosokawa & Sung, 1976; Anderson et al., 1989; Rux &
Burnett, 2004). Die viralen Proteine V, VII und Mu kondensieren das Genom und verhelfen
so zu einer engen Verpackung (Russell et al., 1968; Anderson et al., 1989; Lin et al., 1994).
Bei VP VII handelt es sich um das Hauptkernprotein. Es liegt in 800-facher Ausflihrung vor
(San Martin & Burnett, 2003; Rux & Burnett, 2004). VP V kommt nur bei Mastadenoviren vor
und ist sowohl mit dem Penton als auch mit dem VP VI assoziiert und verankert so
Nucleoproteinkomplex und Capsid miteinander (Everitt et al., 1975; Davison et al., 2003).
Das TP ist kovalent mit den 5’-Enden des Virusgenoms verbunden und dient ihrem Schutz
(Rekosh et al., 1977). Das Adenain, spielt eine bedeutende Rolle bei der Morphogenese und
Abbau des Virions, da es Vorlauferproteine in ihre aktive Form umwandelt (Weber, 2003).
Die rémischen Ziffern, mit denen die adenoviralen Strukturproteine bezeichnet werden,
richten sich nach der Laufgeschwindigkeit, mit der sich die Proteine in Polyacrylamidgelen
auftrennen. Protein | fehlt, da sich erst nach der Benennung herausstellte, dass es sich um

einen Komplex von zwei der anderen Proteine handelt (Rux & Burnett, 2004).

-
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Abb.2 Schematische und elektronenmikroskopische Darstellung eines Adenovirus.

Elektronenmikroskopische, negativkontrastierte Aufnahme eines Adenovirus-ahnlichen Partikels,
isoliert aus einer Kotsammelprobe von Gorillas aus dem Allwetterzoo in  Minster.
Elektronenmikroskopische Aufnahme erstellt von Dr. Michael Laue, Abteilung ZBS 4:

Schnelldiagnostik biologisch relevanter Erreger, Robert Koch-Institut, Berlin, 2010
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2.1.4 Genomaufbau und Virusproteine

Adenoviren verfligen Uber ein doppelstrangiges lineares, 35-45.000 bp langes DNA-Genom
(Roberts et al., 1984; Chroboczek et al., 1992; Sprengel et al., 1995; Meissner et al., 1997;
Davison et al., 2000). An den Enden befinden sich speziesabhangig 36-368 Basen lange
invertierte Sequenzwiederholungen, welche kovalent mit dem TP verbunden sind (Davison et
al., 2003; Harrach, 2008). Der GC-Gehalt betragt zwischen 33.7 und 63.8% (Harrach, 2008).
Beide Strange des Genoms kodieren fir 40 verschiedene Virusproteine, ein Drittel davon
bildet das Virion (Harrach, 2008). Bei Adenoviren ist der mittlere Bereich des Genoms alle
Genera umfassend konserviert. Insgesamt 16 Gene wurden von einem gemeinsamen
Vorfahren Ubertragen und kommen bei allen Adenoviren vor. Dabei handelt es sich unter
anderen um die Gene fir Proteine der DNA-Replikation und die Strukturproteine Ill, VII, X,
VI, Hexon, Protease, VIl und Fiber (Harrach, 2008). Genus-spezifische Gene wiederum
befinden sich vorwiegend an beiden Enden des Genoms. Bei den humanen Adenoviren sind
das die Bereiche E1 und E4 (Davison et al., 2003). Diese Verteilung der konservierten und
nicht konservierten Regionen innerhalb des gesamten Genoms wurde auch fir andere Viren
mit linearem DNA-Genom beschrieben, beispielsweise Herpes- und Pockenviren (Davison et
al., 2003).

Die Virusproteine werden in friihe, intermediare und spate Proteine eingeteilt, abhangig von
ihrer Funktion wahrend des Infektionszyklus. Gene, deren Produkte wahrend der Infektion
miteinander interagieren, sind auf gleichen Genomabschnitten lokalisiert und werden durch
einen gemeinsamen Promotor gesteuert. Sie sind in Gruppen zusammengefasst. Proteine,
die zu einem frihen Zeitpunkt der Infektion exprimiert werden, gehéren zu den Gruppen E1,
E2, E3 und E4 (Wold & Horwitz, 2007). Bei E1 handelt es sich um sogenannte ,immediate
early genes“, die als erstes transkribiert werden und als einzige keine viralen
Trankriptionsaktivatoren bendétigen (Modrow et al., 2010). Bei allen anderen Proteinen ist ein
kontrollierter Ablauf der vorherigen Infektionsphase unabdingbar, um sie zu aktivieren. Die
Gruppe der intermediaren Proteine umfasst bei Mastadenoviren die Virusproteine 1X und IV,
bei allen anderen Genera konnte nur letzteres nachgewiesen werden (Wold & Horwitz,
2007). Fast alle spaten Proteine sind Strukturproteine. Die sie kodierende
Nukleinsauresequenz Uberspannt 80 Prozent des Virusgenoms. Strukturproteine, die aus
einem Uber 30.000 Basen langen Vorlaufertranskript herausgespleil3t werden, stehen unter
der Kontrolle des ,major late promotor” (L) (Rux & Burnett, 2004). Zu ihnen gehéren die
folgenden 13 Proteine: 52K, pllla, 1l (Pentonbase), pVIl (das Hauptprotein des
Nukleoproteinkomplexes), V (gehdrt auch zum Nukleoproteinkomplex, kommt aber nur bei

Mastadenoviren in geringerer Kopienzahl vor), X, VI, Il (Hexon-Base), die Protease, 100K,
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33K (und seine ungespleifdte 22K Form), VIII, und das Protein IV, aus welchem sich die Fiber
zusammensetzt (Davison et al., 2003).

Die Funktion der einzelnen Proteingruppen stellt sich wie folgt dar: E1- und E4-Proteine
modulieren den zellularen Transkriptionsapparat. E2 stellt den viralen Replikationsapparat,
und besteht aus der viralen DNA Polymerase (DPOL), dem preterminalen Protein (pTP) und
dem DNA bindenden Protein (DBP). E3 schiitzt vor zellularen Abwehrmechanismen. Die
Aufgabe der intermediaren und spat regulierten Proteine ist die Synthese der

Strukturproteine und die Virusmorphogenese (Pettersson & Roberts, 1986).
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Abb.3 Schematische Darstellung eines Mastadenovirusgenoms. Entlang der Linie sind Position
und Orientierung ausgewahlter Gene eines Mastadenovirus durch Pfeile dargestellt, Gene der Region
E1 sind durch blaue, Gene der Region E2 durch orangene, Gene der Region E3 durch hellblaue,
Gene der Region E4 durch grine und Gene, die vom ,late promotor® kontrolliert werden, durch gelbe
Pfeile gekennzeichnet. Der partielle Genomabschnitt, der in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde,
wird durch die griin umrandeten Pfeile hervorgehoben. Modifiziert nach: Davison, A.J., Benko, M.,
Harrach, B., 2003, Genetic content and evolution of adenoviruses. J Gen Virol 84, 2895-2908.

2.1.5 Viruseintritt in die Wirtszelle

AdVs infizieren ein grofies Spektrum unterschiedlicher Zellen. Sie verschaffen sich Zutritt zu
ihren Wirtzellen durch rezeptorvermittelte Endozytose (Wold & Horwitz, 2007). In vivo infiziert
das Virus bevorzugt Epithelzellen des Hals-, Nasen- und Rachenraumes, der Lunge und des
Verdauungstraktes (Dales & Chardonnet, 1973; Dobner et al., 1996). Der Erstkontakt mit der
Wirtszelle findet Uber die kndpfchenférmigen Strukturen am distalen Ende des Fiberproteins
statt. Die humanen AdVs A, C, D, E und F binden dabei an den sogenannten Rezeptor CAR
(Coxsackie-Adenovirusrezeptor) (Bergelson et al., 1997; Mayr & Freimuth, 1997; Tomko et
al.,, 1997). Bei dem Transmembranprotein CAR handelt es sich um ein Mitglied der
Immunglobulinsuperfamilie, das als Oberflachenprotein von polarisierten Epithelzellen an der
Bildung der tight junctions beteiligt ist (Cohen et al., 2001; Walters et al., 2002). In groRRer
Zahl befindet sich der Rezeptor in Herz, Pankreas, zentralen und peripheren Nervensystem,
Prostata, Hoden, Lunge, Leber und Darm. Weniger oder keine CAR-Rezeptoren sind jedoch

auf Lymphozyten und adulten Muskelzellen zu finden (Meier & Greber, 2004). Da sich CAR-
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Rezeptoren vorwiegend innerhalb der tight junctions unterhalb der apikalen Oberflache
polarisierter Epithelzellen befinden, stellt sich die Frage, wie es zu einer initialen Infektion der
Zellen kommt. Eine Annahme ist, dass AdVs an erster Stelle spezielle unpolare Zellen
infizieren, welche den CAR-Rezeptor auch auf ihrer apikalen Seite exprimieren und ihn so fir
AdVs von der luminalen Seite aus zuganglich machen. Eine weitere Mdglichkeit ist eine
primare Infektion Uber basolaterale Lasionen des Epithels (Meier & Greber, 2004). Die
Vertreter der HAdV-B benutzen ein anderes Zellprotein fir die Adsorption, namlich das
Oberflachenprotein CD46, ein Regulator der Komplementaktivierung. Es befindet sich auf
hamatopoetischen und dendritischen Zellen (Gaggar et al., 2003; Segerman et al., 2003;
Sirena et al., 2004; Wu et al., 2004). Zudem kdénnen AdVs der Spezies HAdV-B auch die mit
CD46 verwandten Proteine CD80 und CD86 als zellulare Rezeptoren verwenden (Hall et al.,
2009). Die Vertreter der Spezies D der HAdVs binden sich Uber die Knoépfchen der
Fiberproteine an Sialinsduren (Burmeister et al., 2004). Die Rezeptoren fir das zweite
Fiberprotein der AdVs 40 und 41 sind unbekannt, aber es wird vermutet, dass durch sie der
starke Zelltropismus flr Darmzellen (Croyle et al., 1998) und ihre Toleranz gegenlber
niedrigen pH-Werten vermittelt wird (Favier et al., 2004). Zusatzlich fand man bei einigen
Adenovirustypen Wechselwirkungen mit weiteren Zelloberflachenkomponenten, wie MHC-
Klasse-I-Proteinen und VCAM-1 (Greber, 2002).

2.1.6 Rekombination

1996 postulierten Crawford-Miksa und Schnurr, dass die molekulare Evolution von AdVs
durch illegitime Rekombination beschleunigt wird (Crawford-Miksza & Schnurr, 1996a).
Lukashev und seine Mitarbeiter waren die ersten, die Bootscan- und Simplot-Analysen
(Mayor et al., 2000; Frazer et al., 2004; Martin et al., 2005) bei AdVs durchflihrten und
feststellten, dass Rekombinationen haufig bei humanen HAdVs der Spezies HAdV-B, -C und
-D vorkommen (Lukashev et al., 2008). Sowohl Bootscan- als auch Simplot-Analysen bieten
die Moglichkeit, Verwandtschaftsverhaltnisse mehrerer Sequenzen lber ihre gesamte Lange
beziiglich einer festgelegten Referenzsequenz zu untersuchen. Hierzu werden alle
untersuchten Sequenzen in kleinere Abschnitte unterteilt und jeder Teilabschnitt separat
betrachtet und anschlieBend graphisch aufgearbeitet. Wahrend Simplot-Analysen
Rickschlisse aus Alignments ziehen, wird bei Boootscan-Untersuchungen, eine selbst
festgelegte Anzahl phylogenetischer Baume berechnet und miteinander verglichen.
Besonders haufig wurden Rekombinationen innerhalb des Hexon- bzw. Penton-Gens von
AdVs beobachtet. HAdV-2 und HAdV-5 waren die ersten HAdVs, die mittels vergleichender
Genomik einander gegenibergestellt wurden (Kinloch et al., 1984). Dabei zeigte sich, dass
das Hexon-Gen in drei Genregionen aufgeteilt werden kann (1-393, 394-1410, 1411-2910)
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(Abb.4). Die Genregionen 1 und 3 der Hexon-Gene von HAdV-2 und HAdV-5 sind einander
sehr ahnlich (jeweils 95% bzw. 89.5%). Innerhalb von Genregion 2 unterscheiden sich beide
Viren deutlich voneinander. Genregion 2, oder auch das s-Fragment des Hexons, enthalt
sieben hypervariable Bereiche. Sie bilden zwei Schleifen-Regionen auf der Proteinoberflache
des Hexons und reprasentieren die serotypspezifische Antigen-Position des jeweiligen
Hexons (Toogood et al., 1992; Crawford-Miksza & Schnurr, 1996a; Rux & Burnett, 2000). Zu
einer Rekombination kommt es durch ein springen der DNA-Polymerase innerhalb repetitiver
Polypurin-Bereiche (Crawford-Miksza & Schnurr, 1996a). Zwei solcher Regionen konnten
innerhalb der Schleifen-Regionen des Hexons identifiziert werden (Lukashev et al., 2008;
Walsh et al., 2009; Walsh et al., 2010a). Wie oft es zu Rekombinationen kommt und wie
hoch der Anteil an Rekombinanten bei AdVs ist, ist weitestgehend unbekannt (Lukashev et
al., 2008). Sie werden aber dank moderner Analysemdglichkeiten immer haufiger
aufgedeckt, sowohl bei neu identifizierten AdVs als auch bei prototypischen Stammen (Kidd
et al., 1995; Ebner et al., 2005; Lukashev et al., 2008; Robinson et al., 2009; Walsh et al.,
2009). Beobachtet werden Rekombinationen aber fast nur zwischen Genome der gleichen
AdV-Spezies, vorwiegend in homologen Regionen (Boursnell & Mautner, 1981; Mautner &
Boursnell, 1983). Ein Austausch genetischen Materials zwischen AdVs unterschiedlicher
Spezies scheint eine Ausnahme darzustellen. Dass sie jedoch vorkommt, zeigen
phylogenetische Untersuchung von HAdV-4 und HAdV-16. Bei HAdV-4 handelt es sich
vermutlich um eine Rekombination aus HAdV-B (Hexon), HAdV-C (Fiber) und SAdV-25
(Madisch et al., 2005). HAdV-16 gehdrt zu den HAdVs der Spezies B, sein hypervariabler
Hexonbereich weist jedoch deutlich groBere Ahnlichkeit zu AdVs der Spezies E auf (Kidd et
al., 1995). Rekombinationsereignisse wurden auch bei AdVs von Schimpansen beschrieben
(Roy et al., 2009). Somit scheint die Moglichkeit, genetisches Material auszutauschen, nicht

nur auf HAdVs beschrankt zu sein.
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Abb. 4 Molekularer Aufbau des Hexon-Gens. Uber der Scala befinden sich schematisch
dargestellt die drei Genregionen R1 (blau), R2 (grin) und R3 (orange) des Hexon-Gens. Die
Positionen der hypervariablen Bereiche HV1 und HV2 sind durch parabelférmige Verlaufe der Linie

angedeutet.

2.1.7 Humane Adenoviren

2.1.7.1 Entdeckung humaner Adenoviren

Im Jahre 1953 wurde zum ersten Mal von Rowe und seinen Mitarbeitern ein Gbertragbares,
Epithelzellen zerstérendes Agens beschrieben. Bei dem Versuch, eine Zelllinie aus
Rachenmandeln von Kindern zu etablieren, entdeckten die Forscher den mutmallichen
Erreger und nannten ihn ,adenoid-degenerating-agent* (Rowe et al., 1953). Morphologisch
gleiche degenerative Zellveranderungen wurden wenig spater von Hilleman und Werner
beobachtet, als sie akute respiratorische Infekte bei Militarrekruten untersuchten (Hilleman &
Werner, 1954). Das isolierte ausldsende Agens wurde vorlaufig als ,respiratory illness agent*
bezeichnet, spater als Virus identifiziert und in der Folge ,acute respiratory disease virus®
oder ,adenoidpharyngeal conjunctival virus“ genannt. Die heutige Bezeichnung ,Adenovirus*
wurde 1956 von Enders und seinen Mitarbeiten eingefiihrt (Enders et al., 1956). In den
folgenden Jahren konnte mit Hilfe eines gemeinsamen Gruppenantigens eine Vielzahl
miteinander verwandter, humaner AdV-Serotypen isoliert werden.

Zunachst wurden AdVs als Ausloser von Erkrankungen des Respirationstraktes und der
Augen bekannt, im Laufe der folgenden Jahre konnten auch Serotypen nachgewiesen
werden die Erkrankungen des Urogenitaltraktes verursachen. Noch spater wurden AdVs
gefunden, welche mit Gastroenteritiden, Infektionen von Patienten mit Defekten des
Immunsystems sowie Adipositas assoziiert sind. Als Ausléser maligner Tumoren bei
Nagetieren rickten AdVs und insbesondere ihre Replikation und Onkogenese ins Interesse
der molekularen Genetik, auch wenn sich spater herausstellte, dass sie in der humanen
Kanzerogenese keine Rolle spielen. Basierend auf dem Studium der AdVs konnten wichtige
Grundlagen wie das Spleiken von RNA-Transkripten und die Rolle von Proteinen als
Initiatoren der DNA-Replikation erforscht werden (Wadell, 1984).

2.1.7.2 Klinische Relevanz humaner Adenoviren

HAdVs sind weltweit verbreitet und bis auf wenige Ausnahmen wirtspezifisch (Wold &
Horwitz, 2007; Harrach, 2008). Ungefahr die Halfte der Infektionen verlaufen subklinisch und
ohne Ausbildung charakteristischer Symptome. Nur wenige der 56 bisher bekannten
Serotypen zeigen einen Zelltropismus, verbunden mit einem charakteristischen

Krankheitsverlauf. Die Ursachen flir diesen Zelltropismus sind bisher ungeklart. Humane
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AdVs befallen am haufigsten den Respirationstrakt, gefolgt von Infektionen des
Gastrointestinaltraktes und des Auges (Andrewes, 1989; Russel, 2005; Wold & Horwitz,
2007; Modrow et al., 2010).

Kinder sind mit etwa 75% die am haufigsten betroffene Patientengruppe (Brandt et al., 1969;
Fox et al., 1977; Schmitz et al., 1983; Murtagh et al., 2009). Ungefahr finf Prozent der
Erkrankungen des Respirationstraktes bei Kleinkindern sind auf Infektionen mit AdVs zuriick
zu fuhren. Bei Sauglingen werden Bronchopneumonien mit schweren Verlaufen meist durch
die Serotypen 3 und 7 verursacht (Wadell, 2002).

Bei kasernierten Militarrekruten verursachten HAdV-3, HAdV-4, HAdV-7 und HAdV-21
oftmals epidemische Atemwegserkrankungen bis hin zu Bronchopneumonien (Hilleman &
Werner, 1954; Huebner et al., 1954). Des Weiteren sind HAdV-3, HAdV-7 und HAdV-11 an
dem sogenannten Pharyngokonjuktivalfieber beteiligt, welches haufig epidemisch als
sogenannte ,swimming pool-Konjunktivitis“ auftritt, meist im Zusammenhang mit
unzureichend gechlorten 6ffentlichen Schwimmbadern (Huebner et al., 1954; Bell et al.,
1955; Kitamura, 2001; Wadell, 2002; Wold & Horwitz, 2007). Das Pharyngokonijuktivalfieber
zeichnet sich durch einen vorwiegend milden Krankheitsverlauf aus; auch hier sind
vornehmlich Kinder und junge Erwachsene betroffen.

Deutlich schwerer verlaufen Infektion mit den Serotypen HAdV-8, HAdV-19 und HAdV-37.
Sie sind Erreger der Keratokonjunktivitis epidemica (KCE) (Kemp et al.,, 1983). Die
Symptomatik der Erkrankung wurde Anfang des 19. Jahrhunderts bei deutschen Arbeitern
beschrieben (Sommerville, 1958; Jawetz, 1959). Bereits 1941 wurde ein schweres
Krankheitsbild bei Industriearbeitern im Westen der USA beschrieben, das sogenannte
~Shipyard eye“, welches 1955 mit AdVs in Verbindung gebracht werde konnte (Jawetz et al.,
1955). HAdV-40 und HAdV-41 werden haufig bei Kindern mit Gastroenteritiden
nachgewiesen (Gary et al., 1979; de Jong et al., 1983; Wigand et al., 1983). Nach Rotaviren
sind sie die haufigste Ursache viraler Durchfallerkrankungen bei Kindern unter vier Jahren
(Reina et al., 1994). Eine enterische Infektion mit AdVs des Spezies C wird als mdglicher
Ausloser des Invaginationsileus von Kleinkindern diskutiert (Wadell, 2002). HAdV-11 wird mit
einer akuten hamorrhagischen Cystitis assoziiert; betroffen sind vor allem Jungen (Kitamura,
2001). Cervicitis und Urethritis treten als Folge einer venerischen Infektion mit HAdV-37 auf
(Swenson et al., 1995). AdVs sind in der Lage, asymptomatisch persistierende Infektionen
der Nieren hervorzurufen, mit Virusausscheidungen im Urin Uber Monate bis Jahre.
Besonders betroffen sind immungeschwachte Patienten (Wadell, 2002; Wold & Horwitz,
2007). Aulerdem werden AdVs mit dem plétzlichen Kindstod (Sudden Infant Death
Syndrome, SIDS) in Verbindung gebracht (Bajanowski et al., 1996). Des Weiteren werden
AdVs als Erreger von Myokarditiden bei Kindern beschreiben (Martin et al., 1994). Bei

adulten Myokarditispatienten konnten bisher allerdings keine AdVs in Endomyokardbiopsien
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detektiert werden (Wold & Horwitz, 2007). Eine Infektion mit HAdV-36 wird mit der moglichen
Ausbildung von Adipositas in Verbindung gebracht (Powledge, 2004; Waye, 2011). Bei
immunsupprimierten Patienten ist ein breites Spektrum von Erkrankungen auf AdVs
zurickzufuhren, welche insbesondere bei Auftreten einer Viramie zu schweren Verlaufen
fuhren koénnen (Kojaoghlanian et al., 2003). Bei HIV-positiven Patienten dominieren
Serotypen und immunologische Varianten der Spezies B und D (Hierholzer, 1992; Khoo et
al., 1995; De Jong et al., 1999). Hierbei werden AdVs der Spezies B vor allem in Urinproben
dieser Patienten gefunden, Spezies D vornehmlich in Stuhlproben. Die zuletzt isolierten
HAdV-Serotypen gehéren meist zur Spezies D, einige dieser Serotypen scheinen fast
ausschlieldlich bei AIDS-Patienten vorzukommen (De Jong et al., 1999; Wadell, 2002).

2.1.8 Simiane Adenoviren

Manche der bekannten simianen Adenoviren (SAdVs) unterscheiden sich deutlich von den
HAdVs bezlglich ihrer genetischen Eigenschaften. Diese Viren werden als vorlaufige
Spezies (,tentative species®), innerhalb des Genus Mastadenovirus gefiihrt (sieche Tabelle 1).
Es gibt aber auch SAdVs, die so nah mit den HAdVs verwandt sind, dass sie in humane

Adenovirus-Spezies einkategorisiert wurden (Harrach et al., 2011).

2.1.8.1 Entdeckung simianer Adenoviren

Simiane Adenoviren wurden erstmalig von Hull et al. (Hull et al., 1956; Hull et al., 1958) und
Malherbe und Harwin (Malherbe & Harwin, 1963) beschrieben. Simiane Viren (SV) oder
simiane Agentien (SA) fanden Beachtung als Kontaminationen bei der Herstellung und
Prifung von Impfstoffen. Die Verbesserung der Techniken der Zellkultur und die Isolation
und Anzucht von Viren flhrte zu der Entdeckung von bisher unbekannten zytopathogenen
Agenzien (Hull et al., 1956).

Wahrend der Produktion und Prifung des Poliomyelitis-Impfstoffes wurden hunderttausende
primare Nierenzellkulturen von mehreren Tausend Rhesusaffen (Macaca mulatta) und
Javaneraffen (Macaca fascicularis) angeziichtet. Hierbei wurde eine Vielzahl filtrierbarer,
transferierbarer, zytopathogener Agenzien detektiert, die nicht auf das Poliovirus
zurickzufiihren waren (Hull et al., 1956; Malherbe & Harwin, 1963). Unter ihnen befanden
sich die ersten SAdVs. Die neu entdeckten SVs wurden unabhangig von ihren Eigenschaften
chronologisch durchnummeriert. Deshalb spiegelt sich lediglich die zeitliche Reihenfolge
ihrer Entdeckung in dem jeweiligen Labor in ihrer Bezeichnung wider. 1980 setzte sich ein
Team aus Wissenschaftlern zusammen, um eine einheitliche Nomenklatur zu erarbeiten
(Kalter et al., 1980) und, sofern moglich, in bereits etablierte Virusspezies
einzukategorisieren. Es wurde aullerdem festgelegt, dass neu in die Virusspezies

hinzukommende Viren fortlaufende Nummern erhalten. Bis heute wurden etwa 50 SAdVs
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beschrieben (Tabelle 2). Die ersten vollstindigen Genome von AdVs bei Menschenaffen
wurden 2004 von Roy und Kollegen publiziert (Roy et al., 2004). 2009 folgten
Komplettgenome von 30 AdVs, die aus Kot von in Gefangenschaft gehaltenen Schimpansen
(Pan troglodytes), Bonobos (Pan paniscus), Gorillas (Gorilla gorilla), Rhesusaffen (Macaca
mulatta) und Javaneraffen (Macaca fascicularis) isoliert und kultiviert worden waren (Roy et
al.,, 2009). Von diesen 50 SAdVs ist eine Vielzahl noch nicht abschlieend klassifiziert.
Anzumerken ist, dass alle bei Menschenaffen gefundenen AdVs eine groRe Ahnlichkeit zu

HAdVs aufweisen und meist humanen Adenovirus-Spezies zugeordnet wurden.

2.1.8.2Klinische Relevanz simianer Adenoviren

SAdVs werden mit unterschiedlichsten Krankheitsbildern assoziiert. Eine eindeutig
atiologische Verbindung zwischen Infektion und Erkrankung ist in den meisten Fallen nicht
nachweisbar, da es eine Vielzahl von Hinweisen gibt, dass AdVs in Affen persistieren und
auch von gesunden Tieren kontinuierlich ausgeschieden werden (Roy et al., 2009; Lu et al.,
2011; Maluquer de Motes et al., 2011). Allerdings wurden bereits 1965 in dem Labor von
Kalter und seinen Mitarbeitern bei athiopischen Griinmeerkatzen (Chlorocebus aethiops)
subacute chronisch-interstitielle Pneumonien, die haufig von Enteritiden begleitet wurden,
beobachtet. Die Erkrankung verlief bei den Tieren mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat.
Bei den Tieren wurde ein zu dem Zeitpunkt unbekanntes AdV detektiert und atiologisch mit
den Symptomen in Verbindung gebracht. Eine ahnliche Symptomatik wurde auch 1967 bei
500 Rhesusaffen (M. mulatta) beobachtet (Kim et al., 1967).

1977 konnte aus Schimpansenurin ein AdV isoliert werden. Die Tiere schieden das Virus bis
zu einem Jahr lang aus. Eines der Tiere erkrankte an einer chronischen interstitiellen
Nephritis (Asher et al., 1978). Des Weiteren konnten AdVs bei an Durchfall erkrankten Affen
(M. mulatta und M. nemestrina, M. fascicularis) in China und den USA nachgewiesen
werden. Bedauerlicherweise wurden keine Kotproben von gesunden Tieren untersucht.
Daher ist die atiologische Rolle der Viren bei der Durchfallerkrankung der Tiere unklar (Wang
et al., 2007; Lu et al., 2011). 2009 wurden in Tansania bei Schimpansen mit Symptomen
einer akuten Infektion der oberen Atemwege zwei neue AdVs entdeckt (Tong et al., 2010).
Der letzte Hinweis auf die Pathogenitat von AdVs kam aus dem ,California Primate Research
Center®. 2011 wurde dort in einer Kolonie von 65 roten Springaffen (Callicebus cupreus) ein
neues AdV entdeckt. Die Infektion verlief bei den Tieren mit hoher Morbiditat und Mortalitat.
Symptomatisch im Vordergrund stand eine akute Infektion der oberen Atemwege, welche in
eine fulminante Lungenentziindung und Hepatitis Uberging. 83% der infizierten Tiere starben

oder mussten eingeschlafert werden (Chen et al., 2011).
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2.2 Zoonosen

2.21 Aligemein

Zoonosen spielen eine groRRe Rolle fiir die 6ffentliche Gesundheit. Wiederkauer, Nagetiere,
Végel und Primaten haben Krankheitserreger auf den Menschen lbertragen. Berlicksichtigt
man nur die Krankheiten, die in den letzten 30 bis 40 Jahren neu oder erneut in die
menschliche Population Ubertragen wurden, stieg der Erregeranteil zoonotischen Ursprungs
auf 75% (Roche & Guegan, 2011). Insgesamt konnte ein Grof3teil dieser Erreger sich erst mit
der Entwicklung der Landwirtschaft vor ca. 11.000 Jahren in der humanen Bevoélkerung
etablieren, da sich erst zu diesem Zeitpunkt die menschliche Populationsgréte und -dichte
zu Gunsten der Erreger verschob (Roche & Guegan, 2011). Heutzutage spielen
anthropogene Veranderungen der Umwelt eine grof’e Rolle, wie etwa das Eindringen in
unberiihrte Okosysteme, deren Zerstérung und Fragmentierung und der daraus
resultierende Rlckgang der Biodiversitat. Dies hat unter anderem zur Verbreitung von
Krankheiten wie AIDS und Borreliose gefiihrt (LoGiudice et al., 2003; Keele et al., 2006;
Gnanadurai et al., 2010). Auch die moderne Lebensmittelproduktion birgt Risiken: Wo Tiere
auf engsten Raum gehalten werden und hohem Stress und Infektionsdruck ausgesetzt sind
(Wolfe et al., 2007), treten Krankheiten wie BSE, Tuberkulose und Salmonellose auf
(Cavanagh, 2005; Stevens et al., 2009; Gough & Maddison, 2010; Michel et al., 2010;
Chmielewski & Swayne, 2011). Anzumerken ist, dass jede Schnittstelle zwischen Mensch
und Tier Raum fir potentielle Ubertragungen schafft - sei es bei der Haustierhaltung, bei der
Erreger wie Chlamydophila psittaci oder Toxoplasma gondii vom Tier auf den Halter
Ubertragen werden kénnen (Macpherson, 2005; Harkinezhad et al., 2009), oder bei der Jagd,
bei der Krankheiten wie Tollwut oder Tularamie Ubertragen werden (Thomsett, 1963;
Pfrimmer, 2008; Lukasova et al., 2010). Das sogenannte ,bushmeat hunting® ist besonders
hervorzuheben, da es sich hierbei um das Jagen afrikanischer Wildtiere handelt und
.Bushmeat” zu 15% aus Affenfleisch besteht (Bennett et al., 2007).

Erreger, die Affen infizieren, sind von groRer Bedeutung, da Affen als unsere nachsten
lebenden Verwandten die geringste Speziesbarriere fir Erreger darstellen. Aus diesem
Grund sind insbesondere ihre Pathogene mdgliche Kandidaten fir zoonotische
Ubertragungen. Um dieses zoonotische Potential abschatzen zu koénnen, ist es besonders
wichtig, Kenntnis Uber die in Affen zirkulierenden Erreger und deren biologische Merkmale

zu erlangen.
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2.2.2 Infektionen von Menschenaffen und ihr zoonotisches Potential

Infektionen bei Affen haben ein hohes zoonotisches Potential und sind deshalb von
besonderer Bedeutung fir die Volksgesundheit. Nur 0,5% der Vertebraten sind Primaten,
aber 20% der grofRen Volkskrankheiten, sowie selten auftretende Krankheiten mit schweren
Verlaufen sind auf Erreger simianer Herkunft zurtickzufihren (Wolfe et al., 2007). Je naher
zwei Wirte miteinander verwandt sind, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit einer
zoonotischen Ubertragung. Da Affen, insbesondere Menschenaffen, unsere nachsten
Verwandten sind (Abb.5), ist von besonderem Interesse, welche Infektionen sie befallen. So
ist bekannt, dass der Vorlaufer des HI-Virus ein simianes Retrovirus war (Keele et al., 2006;
Gnanadurai et al., 2010). Auch Ebola-Ausbriichen bei Menschen ging meist ein Kontakt zu
Kadavern von Menschenaffen voraus (Rouquet et al., 2005). Es wird vermutet, dass der
Erreger der malignen Form von Malaria, Plasmodium falciparum, seinen Ursprung bei
Menschenaffen, genauer bei Gorillas hat (Liu et al., 2010). Als Hauptlibertragungswege
kommen die Wildtierjagd und die Weiterverarbeitung der erlegten Tiere in Betracht.

Erreger, die von wildlebenden Tieren auf den Menschen Ubertragen werden, stellen eine
immer grélker werdende Gefahr flir die globale Gesundheit dar. Im Zuge dessen wurden die
tropischen Zonen Afrikas, in denen Menschenaffen leben, als sogenannte ,hot spots® fiir
neue Krankheiten identifiziert (Jones et al., 2008). Um ein globales Frihwarnsystem gegen
Zoonosen aufbauen zu kénnen, ist es notwendig, die Schnittstellen zwischen Menschen und
wildlebenden Tieren zu Uberwachen und dieses zu einem zentralen Anliegen zu erheben.
Hierzu gehért die Untersuchung von Wirten in ihrem natirlichen Umfeld, um rechtzeitig
potentielle Erreger zu identifizieren, bevor sie in die menschliche Bevdlkerung
hineingetragen werden kdnnen (Karesh & Cook, 2009). Hierbei sollte das Augenmerk auch
auf Erreger gerichtet werden, die durch eine hohe Pravalenz oder hohe Tenazitat von

Bedeutung sein kénnen.

Homo (Mensch)

b Pan (Schimpanse, Pan troglodytes, Bonobo, Pan paniscus)

Hominidae
(Menschenaffen)

Gorilla (Gorilla gorilla)
Catarrhines
(Altweltaffen)

Pongo (Orang-Utan, Pongo pygmaeus)

Cercopithecidae (Meerkatzenverwandte)

Primaten

Platyrrhines

(Neuweltaffen) Cebidae (Kapuzinerartige)

Abb.5
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Abb.5 Phylogenetischer Stammbaum der Primaten. Der phylogenetische Stammbaum basierend
auf Genomanalysen ausgewahlter Vertreter einzelner Gattungen. Modifiziert nach Steiper M.E, Young
N.M, 2006, Primate molecular divergence dates, Mol Phylogenet Evol 41, 384-394

2.2.3 Zoonotisches Potenzial von Adenoviren

AdVs sind weltweit verbreitet und gelten im Allgemeinen als weitestgehend wirtspezifisch
(Andrewes, 1989; Wold & Horwitz, 2007; Harrach, 2008). Vergleiche der phylogenetischen
Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen AdVs und der kleinen Einheit der mitochondrialen
rRNA ihrer Wirte lassen den Schluss zu, dass sich Mast- und Aviadenoviren vorwiegend
koevolutionar mit ihren Wirten entwickelt haben (Davison et al., 2003). Anders stellt sich das
Bild fir die Genera Si- und Atadenovirus dar. Sie scheinen urspriinglich aus Amphibien
beziehungsweise Reptilien zu stammen, jedoch befallen einige ihrer Vertreter auch
Saugetiere und Voégel. Diese Wirtspriinge scheinen mit einer Pathogenitatssteigerung einher
zu gehen (Davison et al., 2003). Besonders deutlich zeigt sich das bei Végeln. AdVs, die sich
koevolutionar mit den Vdégeln entwickelt haben, gehdren zum Genus Aviadenovirus.
Infektionen mit Aviadenoviren sind bei Végeln fast ausschlielich klinisch inapparent (Rolle &
Mayr, 2002). Hingegen lo6st eine Infektion mit dem Duck Adenovirus 1 (DAdV-1), ein
Atadenovirus bei Hihnern, das ,Egg drop Syndrome® aus, mit erheblichem wirtschaftlichen
Schaden (McFerran, 1979; Rolle & Mayr, 2002). Ebenfalls schwere Verlaufe zieht eine
Infektion mit dem Turkey Adenovirus 3 (TAdV-3) nach sich. Es gehért zu den Siadenoviren
und verursacht eine hamorrhagische Enteritis bei Puten, sowie die Marmormilzkrankheit der
Fasane (lltis et al., 1977; Rolle & Mayr, 2002). Auch innerhalb der Mastadenoviren haufen
sich die Hinweise auf zoonotische Ubertragungen. So wurde in Brasilien und Japan bei
Kindern mit respiratorischen Symptomen ein AdV nachgewiesen, welches groRe Ahnlichkeit
mit dem felinen Adenovirus 1 aufweist (Phan et al., 2006; Luiz et al., 2010). Ein zoonotischer
Ursprung wird auch bei dem einzigen humanen Vertreter der Spezies E, HAdV-4, vermutet
(Madisch et al., 2005), da AdVs der Spezies E bei Schimpansen weit verbreitet sind (Roy et
al.,, 2009), bei Menschen jedoch nur ein einziger Genotyp vorkommt. Auch Uber den
Ursprung des einzigen humanen Vertreters der humanen Spezies G (HAdV-52) herrscht
Unklarheit, da das Virus phylogenetisch eine gréfiere Verwandtschaft mit AdVs von Affen
aufweist und bisher kein weiteres Mal bei einem Menschen isoliert werden konnte (Jones et
al., 2007; Banyai et al., 2009). 2010 erkrankte eine Wissenschaftlerin des ,California Primate
Research Center® an einem bisher unbekannten AdV. Sie betreute eine Kolonie roter
Springaffen in der zeitgleich das gleiche AdV zirkulierte. Bei der Wissenschaftlerin fihrte die
Infektion zu akuten grippenahnlichen Symptomen, wahrend bei den Tieren die Infektion mit

dem Virus einen hoch pathogenen Verlauf nahm (Chen et al., 2011).
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3 Publikationen

3.1 Publikation 1

A novel adenovirus of Western lowland gorillas (Gorilla gorilla gorilla)

Ein neues Adenovirus westlicher Flachlandgorillas (Gorilla gorilla gorilla)

Publiziert in Virology Journal, Wevers et al. Virology Journal 2010, 7:303
http://www.virologyj.com/content/7/1/303

Eingereicht: 1 September 2010

Akzeptiert: 5 November 2010

Publiziert: 5 November 2010

3.1.1 Zusammenfassung der Publikation 1

Zusammenfassung (Ubersetzung der Originalpublikation)

Adenoviren (AdV) infizieren ein breites Wirbeltierspektrum, unter ihnen eine grol3e Vielzahl
von Primaten. Wir konnten ein neues AdV in Kot von in Gefangenschaft gehaltenen Gorillas
identifizieren, mittels Isolierung aus Zellkultur, Elektronenmikroskopie und PCR. Aus dem
Uberstand von infizierten Zellen wurden DPOL-, pTP- und Hexon-Gen amplifiziert, hierzu
wurde eine universelle Primaten AdV PCR verwendet. Um die zwischen den Genen
liegenden Sequenzen zu amplifizieren wurden ,long-distance“ PCRs verwendet, mit 2-10kb
Lange. Auf diese Weise konnte eine Gesamtsequenz von 15.6kb generiert werden.
Phylogenetische Analysen platzierten das neue AdV innerhalb eines Klusters simianer AdVs,
die zu der Spezies Humane Adenovirus B (HAdV-B) gehoéren. Abhangig von dem fir die
Analyse gewahlten Gen variierte die Position des neuen AdV innerhalb des Klusters. Um
Klarheit Gber die Herkunft des AdV zu erlangen, wurden Kotproben von wildlebenden
Gorillas analysiert. Hierbei wurden Hexonsequenzen gefunden, welche auf drei bisher
unbeschriebene Gorilla AdV der Humanen Adenovirusspezies B hinweisen, unter ihnen ein
Virus, welches nahezu identisch, zu dem neuen AdVs der in Gefangenschaft gehaltenen
Gorillas ist. Dies zeigt, dass das entdeckte Virus, ein Mitglied der Gruppe der Humanen
Adenovirus B, natlrlicherweise Gorillas in freier Wildbahn infiziert. Die Durchmischung der
Kluster mit Gorilla, Schimpanse, Bonobo und menschlichen AdVs, innerhalb der Spezies B
ist ein Hinweis, dass Wirtswechsel, in der Evolution humaner und simianer AdVs der Spezies

B, eine Rolle spielen.
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3.1.2 Publikation 1

SHORT REPORT

A novel adenovirus of Western lowland

gorillas (Gorilla gorilla gorilla)

Diana Wevers, Fabian H Leendertz,, Nelly Scuda,, Christophe Boeschz, Martha M

Robbinss, Josephine Heads, Carsten Ludwig,, Joachim Kihns, Bernhard Ehlers;

FG12 Division of Viral Infections, Robert Koch Institute, Berlin, Germany;
Junior research group “Emerging Zoonoses”, Robert Koch Institute, Berlin,
Germanys..

Department of Primatology, Max-Planck-Institute for Evolutionary
Anthropology, Leipzig, Germanys.

Westfalischer Zoologischer Garten Minster
GmbH, Minster, Germanys.

Institute of Medical Microbiology, Clinical

Virology, University of Mlnster, Minster, Germanys.
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3.2 Publikation 2

Novel adenoviruses in wild primates: high genetic diversity and evidence of zoonotic
transmissions
Neuartige Adenoviren wildlebender Primaten: hohe genetische Vielfalt und Hinweise

auf zoonotische Ubertragungen

Publiziert in Journal of Virology, Oct. 2011, p. 10774-10784
DOI: 10.1128/JV1.00810-11

Eingereicht: 21 April 2011

Akzeptiert: 29 Juli 2011

Publiziert: 10 August 2011

3.2.1 Zusammenfassung der Publikation 2

Zusammenfassung (Ubersetzung der Originalpublikation)

AdVs infizieren ein breites Wirbeltierspektrum, unter ihnen eine Vielzahl NHPs. In der
folgenden Studie wurden AdVs bei wildlebenden NHPs identifiziert. Des Weiteren konnten
mittels phylogenetischer Analysen und epidemiologischer Daten mdgliche horizontale
Ubertragungen zwischen NHPs und Menschen nachgewiesen werden. Die wilden NHPs
wurden mit einer universellen Primaten AdV spezifischen PCR untersucht. Hierzu wurde ein
degeneriertes und verschachteltes Primerset eingesetzt, welches einen hoch konservierten
Bereich innerhalb des adenoviralen DNA-Polymerasegens ansteuert. Eine Fille neuer AdV-
Sequenzen konnte erfasst werden, welche auf mindestens 45 unterschiedliche neuartige
Adenoviren schliel3en lasst. Aus den AdV-positiven Individuen konnten 29 nahezu komplette
Hexon-Gene amplifiziert werden und mit Hilfe phylogenetischer Analysen vorlaufig allen
bekannten Humanen Adenovirus Spezies (Humane Adenovirus A bis Humane Adenovirus G
[HAdV-A bis -G]) und der einzigen Simianen Adenovirus Spezies (Simiane Adenovirus A
[SAdV-A]) zugeteilt werden. Interessanterweise wurden finf AdVs in Menschenaffen
gefunden, welche in HAdV-A, HAdV-D, HAdV-F oder SAdV-A klustern. Des Weiteren
berichten wir Gber den ersten Nachweis von AdVs bei Neuweltaffen, welche basal innerhalb
des phylogenetischen Baumes der AdVs von Primaten liegen. Insbesondere zeigen sechs
AdVs von Schimpansen der Spezies HAdV-A bis HAdV-F eine erstaunlich enge
Verwandtschaft zu menschlichen AdV und sind héchstwahrscheinlich zwischen den

unterschiedlichen Wirtspezies Ubertragen worden.
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4 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

4.1 Wichtigste Ergebnisse der Publikation 1

4.1.1 Identifizierung eines neuen Adenovirus aus Kotproben von Gorillas

Aus einer Gruppe von Gorillas des Allwetterzoos in Minster konnte durch Virusanzucht,
Elektronenmikroskopie und PCR Assays ein bisher unbekanntes Adenovirus isoliert und
partiell charakterisiert werden. Mittels degenerierter nested-PCRs wurden partielle
Sequenzen von Genen amplifiziert, die fir das DPOL, das pTP- und das Hexon-Gen
kodieren. Die einzelnen Sequenzabschnitte wurden anschlieRend mit Hilfe spezifischer
Long-distance (LD)-PCRs zu einer durchgehenden Sequenz von ca. 15,6kb Lange
verbunden. Der Sequenzbereich umspannt die Gene, die fir DPOL, pTP und 52k sowie fir
die Virusproteine llla, Ill (Penton), VII, V, X, pVI und das Hexon-Gen kodieren (Abb.6). Das
neuartige Adenovirus erhielt vorlaufig den Namen Gorilla gorilla Adenovirus B7 (GgorAdV-

B7), da es sich um das siebte Gorilla-AdV der Spezies HAdV-B handelt.

DPOL pTP 52K pllla Penton pVIl V pX pVi Hexon
S (N EEEEE) S S S S ) B EE—
o 1000 00 30 400 000 o0 7000 8000 9000 1000 11000 12000 13000 I o] o}
Deg. PCR DPOL Deg. PCR pTP Deg. PCR Hex 5 Deg. PCR Hex 3
Spezifische LD PCR 2.9 kb Spezifische LD PCR 2.1 kb

Spezifische LD PCR 10 kb

Durchgehende Sequenz 15.6 kb

Abb.6 Schematische Darstellung des amplifizierten Bereichs von GgorAdV-B7. Uber der Skala
befindet sich schematisch dargestellt der von GgorAdV-B7 amplifizierte partielle Genomabschnitt.
Unter der Skala ist die Position der PCRs angezeigt. Kurze degenerierte PCRs sind durch eine rote,
spezifische LD-PCRs durch eine schwarze und die resultierende durchgehende Sequenz durch eine

blaue Linie gekennzeichnet. (Abb. modifiziert aus Wevers et al., 2010)

4.1.2 Bioinformatische Analysen der Sequenz von GgorAdV-B7

4.1.2.1 Analysen des gesamten Genblocks sowie einzelner Gene von GgorAdV-B7
Erste Untersuchungen mittelst BLAST-Analyse (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

platzierten GgorAdV-B7 innerhalb der Adenoviren in der Spezies HAdV-B. In paarweisen
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Vergleichen Uber die gesamte Lange (15.6 Kbp; 10 Gene) zeigte GgorAdV-B7 die grolte
Ahnlichkeit zu dem Schimpansen-AdV SAdV-35.1 (96,6%) sowie zu dem humanen AdV
HAdV-21 (96%). Etwas geringer war die Verwandtschaft zu den bereits bekannten Gorilla-
Adenoviren der Spezies B (SAdV-27.2, SAdV-28.2, SAdV-41.1, SAdV-41.2, SAdV-46 und
SAdV-47), sie betrug zwischen 87% und 91%. Simplot Analysen zeigten, dass die relativ
grofte Verwandtschaft zu SAdV-35.1 innerhalb der zweiten Loop Region im hypervariablen
Teil des Hexon-Gens vorzufinden ist. AuRerhalb dieser Region ist SAdV-29, ein
Schimpansen-AdV, dem GgorAdV-B7 im Hexon-Gen am ahnlichsten (Abb.7). Im Bereich
des Penton-Gens hingegen ist GgorAdV-B7 nahezu identisch mit dem Schimpansen-AdV
SAdV-29, wie ein paarweiser Vergleich von GgorAdV-B7 mit AdVs der Spezies HAdV-B mit
Hilfe der mVISTA Software zeigt (Abb.8).

Ahnlichkeit

— SAdV-27.2 (Gorilla)

05 SAdV-29 (Schimpanse)
08 —— SAdV-35.1 (Schimpanse)
HAdV-B21 (Mensch)
HAdV-C1 (Mensch)

Position

Y NV

Loop 1 Loop 2

Abb.7 Simplot-Analyse des Hexon Gens von GgorAdV-B7. Verglichen wurden 2.6kb des Hexon-
Gens von GgorAdV-B7 mit ausgewahlten Hexon-Genen von Schimpansen (rote und griine Linie),
Gorilla (blaue Linie) und Menschen (gelbe und graue Linie). Die Position der Loop Regionen innerhalb

des Hexons sind unterhalb des Graphen angezeigt. (Abb. modifiziert aus Wevers et al., 2010)
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Abb.8 Paarweiser Vergleich des Penton-Gens von GgorAdV-B7 mit denen anderer HAdV-B.
Das Penton-Gen von GgorAdV-B7 wurde mit den Penton-Genen von flnf Gorilla-, drei Schimpansen-
und zwei humanen AdVs verglichen. Der Ahnlichkeitsgrad zwischen 50% und 100% wird durch die
blaue Flache unterhalb der Linie dargestellt. Das Schimpansen-AdV SAdV-29 ist in blauer Schrift
hervorgehoben, um seine hohe Ahnlichkeit zu GgorAdV-B7 zu unterstreichen. Zur graphischen
Darstellung wurde das Programm mVISTA verwendet (http://genome.lbl.gov/vista/index.shtml). (Abb.

modifiziert aus Wevers et al., 2010)

4.1.2.2 Phylogenetische Analyse von GgorAdV-B7

Fur phylogenetische Analysen wurden die Gene DPOL, pTP, Penton und Hexon
herangezogen und GgorAdV-B7 zusammen mit allen bekannten AdVs der Spezies HAdV-B
untersucht (Abb.9). Abhangig von dem betrachteten Gen variiert die Position des GgorAdV-
B7 innerhalb des Clusters der HAdV-B-Viren. Im DPOL- und pTP-Gen bildet es zusammen
mit anderen AdVs von Gorillas und Schimpansen eine grolte Gruppe und unterscheidet sich
von diesen kaum. Im Hexon-Gen bildet es hingegen ein Cluster mit HAdV-21 und SAdV-35.1
und SAdV-35.2 und im Penton-Gen sind GgorAdV-B7 und SAdV-29 identisch, was die
vorangegangene mVISTA-Analyse bestatigt.
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Abb.9 Phylogenetische Analyse des GgorAdV-B7. Stammbaume wurden auf Basis der Gene
Hexon (A), DPOL (B), pTP (C) und Penton (D) mit AdVs der Spezies HAdV-B unter Verwendung des
Maximum likelihood (ML) Algorithmus analysiert. Humane AdVs sind in schwarzer, Schimpansen
AdVs in blauer und Gorilla AdVs, in roter Schrift dargestellt. GgorAdV-B7 ist durch einen Punkt
hervorgehoben. (Abb. modifiziert aus Wevers et al., 2010)

4.1.3 Untersuchung von Kotproben von Gorillas aus Gabun und Deutschland
GgorAdV-B7 zeigte hauptsachlich Ahnlichkeit zu AdVs von Schimpansen. Da bei in
Gefangenschaft lebenden Gorillas und Schimpansen Kontaminationen von Stuhlproben
sowie Inter-Spezies-Ubertragungen nicht ausgeschlossen werden konnen, stellte sich die
Frage, ob es sich bei GgorAdV-B7 um ein genuines Gorilla-Adenovirus handelt. Daher war
zu ermitteln, ob AdVs der Spezies HADV-B auch bei wildlebenden Gorillas zirkulieren, um
eventuelle Rickschlisse auf die Herkunft von GgroAdV-B7 machen zu kdénnen. Hierzu
wurde eine PCR an 19 Kotproben von wildlebenden und 9 Kotproben von in Gefangenschaft
lebenden Gorillas mit einem nicht degenerierten nested-Primerset durchgefiihrt, das den
hypervariablen Teil des Hexon-Gens amplifiziert, vorzugsweise den von AdVs der Spezies
HAdV-B (Abb.10).

R2

R1 R3

HV1 HV?2
—— Hex-loop2 PCR

393 1400 2910

Nukleotide (bp)

Abb.10 Schematische Darstellung der Position der Hex-loop2-PCR innerhalb des Hexon-

Gens. Uber der Skala befinden sich schematisch dargestellt die drei Genregionen R1 (blau), R2
(grin) und R3 (orange) des Hexon-Gens. Die Positionen der hypervariablen Bereiche HV1 und HV2,
sind durch parabelférmige Verlaufe der Linie angedeutet. Die Lage der Hex-loop2 PCR innerhalb des

Hexon-Gens, ist durch eine rote Linie gekennzeichnet.
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Bei dieser Untersuchung konnten Hexonsequenzen von drei Gorilla-AdVs der Spezies
HAdV-B identifiziert werden. Sie wurden entsprechend GgorAdV-B8, GgorAdV-B9 und
GgorAdV-B10 genannt. Des Weiteren konnte eine Sequenz identifiziert werden, welche
identisch zu GgorAdV-B7 ist (Abb.11). Zusatzlich konnte auch die als GgorAdV-B8
bezeichnete Teilsequenz, sowohl aus wilden als auch aus in Gefangenschaft lebenden

Gorillas isoliert werden.

HAdV-C1
HAdV-B50

GgorAdV-B9 (Deutschland)®
M: SAdV-29
SAdV-32
100 GgorAdV-B7 (Gabun)e
GgorAdV-B7 (Deutschland) ®

| 08 HAdV-B21
SAdV-35.2
SAdV-35.1

72

SAdV-21
_r | GgorAdV-B8(Deutschland)®
| GgorAdV-B8(Gabun) @
I—i HAdV-B35
HAdV-B14
% GgorAdV-B10 (Gabun) ®
99 ’_‘_' SAdV-47
L SAdV-27.2
SAdV-33
HAdV-B16
SAdV-46
HAdV-B7 Gorilla AdV
100 | SAdV-41.2 Schimpansen AdV
mH SAdV-ALL —————— Humanes AdV
l— SAdV-28.2
SAdV-28.1 ——— Bonobo AdV
0.08

Abb.11 HAdV-B Viren im Hex-loop 2 Bereich. Stammbaume wurden mit AdVs der Spezies HAdV-
B unter Verwendung des Maximum likelihood (ML) Algorithmus analysiert. Humane AdVs sind in
schwarzer, Schimpansen AdVs in blauer und Gorilla AdVs in roter Schrift dargestellt. In dieser Studie
erstmalig beschriebene AdV Sequenzen sind durch einen Punkt hervorgehoben. (Abb. modifiziert aus

Wevers et al., 2010)
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4.2 Wichtigste Ergebnisse der Publikation 2

4.21 Zusammenstellung der Probenkollektion

Das Ziel der in Publikation 2 dargestellten Arbeiten war der Nachweis von AdVs aller
Spezies des Genus Mastadenovirus bei nicht humanen Primaten sowie die Ermittlung ihrer
phylogenetischen Positionen und die Aufdeckung von Hinweisen auf zoonotische
Ubertragungen zwischen den Wirtsspezies. Der Schwerpunkt lag auf wildlebenden
Menschenaffen, es wurden aber auch andere Altwelt- sowie Neuweltaffen untersucht. In
Gefangenschaft gehaltene Tiere wurden ebenfalls einbezogen.

Das Probenmaterial (n=1285) setzte sich aus Blut-, Gewebe- und Stuhlproben zusammen
(Tabelle 3). Es stammte von Menschenaffen (n=631), Altweltaffen (n=387), Neuweltaffen
(n=245) und Halbaffen (n=20), insgesamt 52 verschiedenen Affenarten. Es wurde zunachst
eine generische DPOL-PCR durchgeflihrt. Hierbei waren Kotproben besonders haufig AdV-
positiv (59%). Von den Proben aus Organmaterial zeigten Darm, Milz, Lymphknoten und
Leber mit jeweils 27%, 7%, 5%, bzw. 6% die hochste Pravalenz fir AdVs. Weniger
geeignetes Probenmaterial fir den Nachweis von AdVs waren Niere, Lunge und Blut mit
jeweils 2%, 1% bzw. 0,3%. Von den ubrigen Materialien war die Probenzahl zu gering, um

eine Aussage lber das Vorkommen von AdVs zu treffen.

Tabelle 3 Zusammensetzung des untersuchten Probenmaterials

. getestete AdV-positive Proben*

Probenmaterial

Proben (n) (n) (%)
Blut 295 1 0.3
Kot 291 172 59
Leber 123 7 6
Milz 116 8 7
Lunge 103 1 1
Lymphknoten 63 3 5
Niere 58 1 2
Darm 44 12 27
Muskel 40 4 10
Herz 34 0 0
Haut 30 3 10
Gehirn 18 0
Rachentupfer 11 1

* Ergebnisse der generischen DPOL-PCR
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...Tabelle 3 fortgesetzt

. getestete AdV-positive Proben *

Probenmaterial
Proben (n) (n) (%)

Thymus 9 0 0
Knochenmark 7 2 29
Nebenniere 6 0
Bauchspeicheldriise 6 0
Rachenmandeln 5 1 20
Ohrspeicheldriise 4 0
Urin 4 0
Tranenfllssigkeit 3 0 0
Lippe 3 1 33
Zunge 3 1 33
Aszites 2 0 0
Hoden 2 0 0
Tumor 2 0 0
Abzess 1 0 0
Mundschleimhaut 1 0 0
Speiserdhre 1 0 0
Gesamt 1285 218 17

* Ergebnisse der generischen DPOL-PCR

4.2.2 Analyse aller Proben mit der generischen DPOL-PCR

Alle Proben wurden mit einer generischen DPOL-PCR untersucht, die eine hoch konservierte
Region des DPOL-Gens detektiert und im ,Material und Methoden“-Teil beider
Veroffentlichungen beschrieben ist. Eine Gesamtheit von 218/1285 Proben ergab PCR-
Produkte in der erwarteten GrofRe. Diese wurden sequenziert. Insgesamt wurden DPOL-
Sequenzen von 45 potenziell neuartigen AdVs NPHSs detektiert. Von diesen konnten 39 nach
der zweiten PCR-Runde (610bp) sequenziert werden. Bei den restlichen sechs Adenoviren
ergab erst die dritte Runde ein sequenzierbares Produkt (325bp). AdV-positive Primaten
stammten aus acht Landern Afrikas (Demokratische Republik Kongo, Elfenbeinkuste,
Kamerun, Gambia, Republik Kongo, Ruanda, Tansania und Uganda) sowie aus
Primatenzentren und Zoologischen Garten in Deutschland. Die Wirte, bei denen AdVs
gefunden wurden, gehoéren zu sechs Gattungen der Catarrhini (Colobus, Gorilla, Macaca,
Pan, Papio und Piliocolobus) und zwei der Platyrrhini (Callithrix und Saguinus). Bei Halbaffen

konnten keine AdVs gefunden werden. Neuartige AdVs wildlebender Primaten wurden bei
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Schimpanse, Bonobo, Gorilla, Pavian und zwei Stummelaffenarten gefunden. Bei in
Gefangenschaft lebenden Tieren wurden beim Schwarz-Weilen Stummelaffen,
Rhesusaffen, Javaneraffen, Krallenaffen und Tamarin AdVs detektiert. Insgesamt konnten
aber nur in acht der 52 untersuchten Affenarten AdVs entdeckt werden. Dies lag bei AdV-
negativen Arten sehr wahrscheinlich an Limitationen beim Probenmaterial, beispielsweise

am Fehlen von Kot- bzw. Darmproben.

4.2.3 Phylogenetische Untersuchung der DPOL-Sequenzen neuartiger AdVs

Die phylogenetische Untersuchung der AdV-DPOL-Sequenzen ergab, dass AdVs von
Primaten Uber eine grof3e Vielfalt verfligen und sich AdVs von Menschenaffen vorlaufig in
sechs von sieben bekannten humanen Adenovirusspezies einordnen lassen (Abb.12).
Tabelle 4 gibt einen Uberblick dariiber, in welchen Wirten AdVs welcher Spezies

nachgewiesen werden konnten.

4.2.4 Phylogenetische Analyse der Hexon-Sequenzen neuartiger AdVs

Aufgrund der hohen Ahnlichkeit der DPOL-Gene von Mastadenoviren konnte mit der
generischen DPOL-PCR ein breites Spektrum von AdVs detektiert werden. Fir detaillierte
phylogenetische Untersuchungen erwies sich das aus der PCR resultierende 610bp-lange
DPOL-Fragment aber aufgrund seiner hohen Konservierung als ungeeignet. Als weiteres
Gen wurde daher das Hexon-Gen zur phylogenetischen Analyse herangezogen. Es verfigt
Uber einen konservierten Bereich und Uber einen hypervariablen Bereich, welcher eine
bessere Differenzierung von AdVs innerhalb einer Spezies erlaubt.

Bei 29 der 45 entdeckten AdVs war es mdglich, nahezu das komplette Hexon-Gen zu
amplifizieren. Sie wurden zusammen mit den publizierten AdVs, von denen komplette
Hexon-Gene zur Verfigung standen, phylogenetisch untersucht. Der aus den
Untersuchungen resultierende pyhlogenetische Stammbaum ist in der Abb.13 dargestelit.
Die meisten der neuen AdVs lielden sich vorlaufig in alle bekannten AdV-Spezies einordnen.
Hierbei war zu beobachten, dass manche AdV-Spezies vorwiegend Viren einer einzigen
Primaten-Wirtsart enthalten, andere AdV-Spezies aber AdVs aus diversen Wirten enthalten.
So sind beispielsweise AdVs, die HAdV-D zuzurechnen sind, nahezu ausschliellich bei
Menschen zu finden, HAdV-B-Viren aber bei Menschen, Schimpansen, Bonobos und
Gorillas (Abb. 13). Auch die Positionen der Viren unterschiedlicher Wirte innerhalb einer
AdV-Spezies zeigten deutliche Unterschiede zwischen den AdV-Spezies. Bei AdVs der
Spezies C sind jeweils nur Viren eines Wirtes gruppiert, bei Viren der Spezies B hingegen
sind Viren mehrerer Wirte (Mensch, Schimpanse, Gorilla) gruppiert (Abb. 13). Des Weiteren
gibt es funf AdVs bei Schimpansen, welche eine erstaunliche Nahe zu menschlichen AdVs
aufweisen (PtroAdV7 zu HAdV-50 [Spezies HAdV-B]; PtroAdV-14 zu HAdV-4 [Spezies
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HAdV-E]; PtroAdV-10 zu HAdV-15 [Spezies HAdV-D]; PtroAdV-3 zu HAdV-40 [Spezies
HAdV-F]; PtroAdV-8 zu HAdV-12 [Spezies HAdV-A]) (Abb.13).

Tabelle 4 Erfassung von Adenoviren mittels generischer DPOL-PCR

HAdV Spezies SAdV- n.z’?

Wirtsspezies
A B C D E F G A

Menschenaffen

Schimpanse b
4” (w)° 6 (W) 21 (w) 1(w) 72 (wls) 1(w) 2 (w)

(Pan troglodytes)
Bonobo

7 (w)

(Pan paniscus)

Gorilla ) i :
W w w
(Goirilla gorilla) (wio) W) W)

Altweltaffen

Mantelaffe
9(9)
(Colobus guereza)
Weillbart Stummelaffe
1(w)
(Colobus polykomos)
Roter Stummelaffe
. . 17 (w)
(Piliocolobus badius)
Javaneraffe
N 2(9)
(Macaca fascicularis)
Rhesusaffe
(Macaca mulatta)
Mantelpavian
(Papio hamadryas)
Weillblschelaffe
(Callithrix jacchus)
Rotbauchtamarin

(Saguinus labiatus)

# aufgrund ihrer phylogenetischen Position nicht zuzuordnende AdVs
® Anzahl AdV-positiver Individuen
°Lebensbedingungen: w= wild, g= in Gefangenschaft, s= in freier Wildbahn geboren, aber derzeit in einem

Schutzgebiet
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Abb.12 Phylogenetischer Stammbaum von AdVs der Primaten, basierend auf einer
Teilsequenz des DPOL-Gens. Fiir eine bessere Ubersicht wurde auf die Darstellung einzelner
Virusnamen an den Astenden verzichtet. Es fanden alle publizierten AdVs, deren Gesamtgenome zur
Verfiigung standen sowie alle in dieser Studie identifizierten AdVs Eingang in die Berechnungen. Aste
einer AdV-Spezies sind einheitlich gefarbt. In dieser Studie entdeckte AdVs wildlebender Primaten
sind durch einen roten, AdVs von in Gefangenschaft gehaltenen Tieren durch einen schwarzen Punkt
gekennzeichnet. Die Gesamtzahl in einer Spezies nachgewiesener AdVs ist seitlich am Baum
aufgefiihrt. Die erste Zahl in der Klammer steht fiir bereits publizierte Viren, die zweite Zahl fir

erstmalig detektierte AdVs aus dieser Studie (Abb. modifiziert aus Wevers et al., 2011).

Abb.13 Stammbaum der Adenoviren, basierend auf dem Hexon-Gen. Baumzweige der gleichen
AdV-Spezies sind einheitlich koloriert. Die Namen der AdVs von Menschen, Gorillas, Schimpansen,
Bonobos und Altweltaffen sind jeweils schwarz, blau, rot, griin bzw. hellblau eingefarbt. Neue AdVs
sind mit einem Punkt gekennzeichnet, wild lebende Affen mit einem roten, in Gefangenschaft lebende
Tiere mit einem schwarzen Punkt. Viren mit nahezu 100% ldentitédt zu menschlichen AdVs wurden mit

einem griinen Stern hervorgehoben. (Abb. modifiziert aus Wevers et al., 2011)
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5 Diskussion

5.1 Probenmaterial

AdVs von Menschen und Menschenaffen sind sich phylogenetisch so ahnlich, dass anhand
ihrer Position im phylogenetischen Stammbaum eine Unterscheidung zwischen
menschlichen und simianen AdVs nicht méglich ist (Li & Wadell, 1988; Wigand et al., 1989;
Roy et al.,, 2004; Roy et al., 2009). Aus diesem Grund hat die Vermeidung von
Kontaminationen des Probenmaterials oberste Prioritat. Folglich wurden bei dem Sammeln
von Urin und Kot Einmalhandschuhe verwendet (Kéndgen et al., 2010). Zusatzlich fanden
alle Obduktionen unter groltmoéglichen Sicherheitsstandards statt. Unter Verwendung von
doppelten Handschuhen, Mundschutz und Sicherheitsanziigen wurden die Obduktionen in
einem Bereich durchgeflihrt, welcher nur geschultem Personal zuganglich war (Leendertz et
al., 2006). Eine Kontamination durch die Laborarbeiten am RKI konnte durch die fir PCR
Arbeiten Ublichen Sicherheitsvorkehrungen und durch Negativkontrollen ausgeschlossen
werden.

Es wurde Probenmaterial von 52 Affenarten auf AdVs untersucht, in nur acht Arten (15%)
konnten AdVs detektiert werden. Zusatzlich wurden in nur 218 von 1285 untersuchten
Proben (17%) AdVs gefunden. Diese Daten sprachen zunachst fur eine relativ geringe
Pravalenz von AdVs bei NHP. Bei der alleinigen Betrachtung der Kotproben jedoch zeigte
sich ein anderes Bild. 59% aller untersuchten Kotproben waren AdV positiv. Auch andere
Studien konnten AdVs in ahnlicher Haufigkeit in Kotproben erfassen (Roy et al., 2009; Lu et
al., 2011). Demnach ist Kot ein geeignetes Probenmaterial, um AdVs nachzuweisen.
Seltener kdnnen AdVs in Gewebe (5%) - und kaum in Blut (0,3%) nachgewiesen werden. Da
nur von Bonobos, Gorillas, Schimpansen, Roten Stummelaffen und Orang-Utans Kotproben
zur Verflgung standen, erklart sich dadurch die geringe Gesamtausbeute von 17% AdV-
positiven Proben und 15EEE% AdV-positiven Affenarten.

5.2 Genetische Diversitat von AdVs

Mittels einer degenerierten DPOL-PCR konnten in 218 Proben Teilsequenzen von AdVs
detektiert werden. Mindestens 45 dieser Teilsequenzen gehéren zu noch nicht
beschriebenen AdVs. Die meisten dieser neuen AdVs lieRen sich aufgrund einer hohen
phylogenetischen Verwandtschaft in humane AdV-Spezies einordnen. Die gefundenen
Teilsequenzen zeigten eine hohe genetische Diversitat und waren (Uber den gesamten

phylogenetischen Stammbaum der AdVs von Primaten verteilt (siehe Abb. 12 und Abb.13).
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Aus der Literatur ist bekannt, dass AdVs nicht-humaner Primaten in den AdV Spezies HAdV-
B, HAdV-C, HAdV-E, HAdV-G und SAdV-A vorkommen (Wigand et al., 1989; Kovacs et al.,

2004; Roy et al., 2004; Kovacs et al., 2005; Wang et al., 2007; Roy et al., 2009; Banyai et
al.,, 2010; Tong et al., 2010; Lu et al., 2011). AuBRer bei der Untersuchung von Tong et al.

handelt es sich um Studien Uber in Gefangenschaft lebende Primaten (Tong et al., 2010), bei
denen aufgrund ihres engen Kontaktes zu Menschen und anderen Arten Queribertragungen
nicht ausgeschlossen werden kénnen. In der vorliegenden Arbeit konnten, mit der Ausnahme
von HAdV-G, AdVs aller Spezies in wildlebenden Affen erstmalig nachgewiesen werden, die
zudem keinen oder kaum Kontakt zu Menschen hatten.

Dartber hinaus ist erstmalig der Nachweis von AdVs der Spezies HAdV-A, HAdV-D, HAdV-F
und SAdV-A bei Schimpansen sowie eines Gorilla-AdV der Spezies HAdV-F gelungen.
Ebenso handelt es sich bei dieser Studie um die erste, die AdVs in Roten Stummelaffen
(Piliocolobus badius), Mantelaffen (Colobus guereza) und WeilRbart-Stummelaffen (Colobus
polykomos) beschreibt. Mit den vorhandenen Teilsequenzen der AdVs dieser drei Affenarten
konnte keine vorlaufige Zuordnung in eine Spezies durchgeflihrt werden. Sie stehen so
separat im phylogenetischen Stammbaum der Adenoviren von Primaten, dass in Zukunft die
Etablierung einer weiteren Spezies noétig sein kénnte. Des Weiteren wurden erstmalig
Teilsequenzen von AdVs aus Neuweltaffen und zwar beim Rotbauchtamarin (Callithrix

jJjacchus) und beim Weillblschelaffen (Saguinus labiatus) gefunden (Abb.12).

5.3 Unterschiede in der Verteilung der Wirtsarten innerhalb der
einzelnen  AdV-Spezies und Hinweise auf zoonotische
Ubertragungen

Bei der phylogenetischen Untersuchung der generierten AdV-Teilsequenzen lassen sich
schon auf den ersten Blick grolte Unterschiede in der Verteilung der Wirte auf die einzelnen
AdV-Spezies beobachten. So bestehen manche AdV-Spezies vorzugsweise nur aus AdVs
einer einzigen Wirtsart. Bei anderen Spezies befinden sich AdVs unterschiedlicher Wirte in
enger Nachbarschaft. Wie es zu den unterschiedlichen Gruppierungen kommen kann, ist
unbekannt. So kénnten unterschiedliche von AdVs genutzte zellulare Rezeptoren zur
Internalisierung in die Wirtszelle von Bedeutung sein (Bergelson et al., 1997; Greber, 2002;
Wold & Horwitz, 2007). Welche Rezeptoren von AdVs unterschiedlicher Spezies verwendet
werden, ist Gegenstand der Forschung und noch nicht abschlieend geklart (Modrow et al.,
2010).
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5.3.1 AdV-Spezies mit AdVs, die in einer bevorzugten Wirtsart vorkommen

Hierbei handelt es sich um AdVs der Spezies HAdV-A, HAdV-D, HAdV-E, HAdV-G und
SAdV-A (Abb.12 und Abb.13). HAdV-D enthalt 34 Serotypen, die ausschlieBlich bei
Menschen gefunden wurden. Sie wurden vornehmlich in Stuhlproben von AIDS-Patienten
und Kindern mit Diarrhoe nachgewiesen (De Jong et al., 1999; Wadell, 2002; Dey et al.,
2009; Magwalivha et al., 2010). AdVs der Spezies D scheinen haufig zu rekombinieren
(Mautner & Boursnell, 1983; Mautner & Mackay, 1984; Crawford-Miksza & Schnurr, 1996b;
Lukashev et al., 2008), weshalb mit einer standigen Zunahme der Anzahl von Serotypen zu
rechnen ist (Crawford-Miksza & Schnurr, 1996b). In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig
bei einem Schimpansen (aus Uganda) ein AdV isoliert werden, welches eindeutig HAdV-D
zugeordnet werden kann (Abb.14). Die Nukleinsauresequenz des Hexon-Gens von PtroAdV-
10 weist im paarweisen Vergleich eine Ahnlichkeit von 99% zu der Hexonsequenz von
HAdV-15 auf. Da nur ein einziges Mal ein AdV der Spezies D bei einem Schimpansen
gefunden werden konnte, handelt es sich vermutlich um eine Ubertragung von einem
menschlichen AdV auf einen Schimpansen und nicht um ein genuines Schimpansen-AdV.
Die groRe Ahnlichkeit zu HAdV-15 lasst vermuten, dass diese Ubertragung erst vor kurzer
Zeit statt gefunden hat. Es ist unbekannt, welche AdVs in der menschlichen Population in
Afrika zirkulieren und ob in Uganda ein humanes AdV zirkuliert, welches identisch zu
PtroAdV-10 ist, was den Verdacht einer Ubertragung weiter erharten wiirde.

Ein ahnliches Bild zeichnet sich bei AdVs der Spezies HAdV-E ab. AdVs, die zu HAdV-E
gehdren, werden fast ausschlieBlich in Schimpansen gefunden. SAdV-37.2 wurde bei einem
Bonobo isoliert und stellt zusammen mit HAdV-4 eine Ausnahme dar. HAdV-4 ist das einzige
humane AdV, welches zu Spezies HAdV-E gehort. Es ist weltweit verbreitet und eine
Infektion kann bei Menschen schwere Verldufe haben, beispielsweise epidemische
Atemwegserkrankungen bei Militarrekruten in den USA, die in 20% zu einem
Krankenhausaufenthalt fihrten (Gray et al., 1999; Purkayastha et al., 2005; Wold & Horwitz,
2007). Es wurde bereits vermutet, dass es sich bei HAdV-4 um das Resultat einer
zoonotischen Ubertragung zwischen Schimpanse und Mensch handeln kénnte (Purkayastha
et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit wurde mehrere AdVs der Spezies E in wildlebenden
Schimpansen gefunden, darunter eines, das die bisher gréRte Ahnlichkeit zu HAdV-E
aufweist (94% Nukleinsaure-Identitat) (Abb.14). Dieser Befund bestatigt, dass dem HAdV-4
nahe verwandte AdVs in wildlebenden Schimpansen zirkulieren und erhartet die Vermutung,
dass AdVs der Spezies HAdV-E nur bei Schimpansen natirlicherweise vorkommen und

HAdV-4 das Produkt einer kiirzlichen Ubertragung von Schimpanse auf Mensch ist.
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Abb.14 Ausschnitt aus dem phylogenetischen Stammbaum der AdVs von Primaten, basierend
auf Teilsequenzen des nahezu kompletten Hexon-Gens. Nebeneinander gestellt sind die
Gruppierungen der AdVs der Spezies HAdV-D und HAdV-E von denen vollstandige Genome in der
GenBank zur Verfligung stehen und die in dieser Studie nachgewiesenen AdV-Teilsequenzen.
Humane AdVs sind in schwarzer, Schimpansen AdVs in roter, AdVs von Bononbos in griner Schrift
dargestellt. In dieser Studie neu entdeckte adenovirale Teilsequenzen wildlebender Primaten sind

durch einen roten Punkt gekennzeichnet.

In den Spezies HAdV-A, HAdV-G und SAdV-A befinden sich ebenfalls bevorzugt AdVs einer
Wirtsart, aber es handelt sich um AdV-Spezies mit einer geringen Anzahl von Serotypen.
Zusatzlich kommen AdVs der Spezies A sehr selten bei Menschen vor (Modrow et al., 2010).
Das gemal ICTV einzige zu HAdV-G gehorige AdV (HAdV-52) konnte nur ein einziges Mal
isoliert werden (Jones et al., 2007; Banyai et al., 2009). Daher kann die bisher beobachtete
Wirtsverteilung innerhalb der Spezies nur als vorlaufig betrachtet werden kann.

Spezies HAdV-A enthalt offiziell drei Serotypen, welche alle beim Menschen isoliert wurden
(Wold & Horwitz, 2007) (Abb.15). In der vorliegenden Untersuchung konnte erstmalig bei
einem Schimpansen aus Uganda und drei Schimpansen aus der Elfenbeinkiiste das AdV
PtroAdV-8 nachweisen werden, welches sich phylogenetisch in die Spezies HAdV-A
eingruppieren lasst (Abb.15). Die Nukleinsduresequenz seines Hexon-Gens hat eine
Ahnlichkeit von 96% zu HAdV-12. Die groRe Ahnlichkeit zu HAdV-12, die Unkenntnis, ob ein
dem PtroAdV-8 identisches AdV in der afrikanischen Bevdlkerung zirkuliert und die
Tatsache, dass AdVs der Spezies HAdV-A nur in 4% der in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Schimpansenproben vorkamen, lassen die Vermutung zu, dass es sich bei

PtroAdV-8 um das Produkt einer zoonotischen Ubertragung von Mensch auf Schimpanse
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handelt. Diese Ubertragung fand sehr wahrscheinlich nicht unmittelbar statt. Das Virus wurde
in Schimpansen aus Landern in West und Zentralafrika isoliert. Dies deutet darauf hin, dass
es schon langer in Schimpansenpopulationen zirkuliert.

Im phylogenetischen Stammbaum klustert in HAdV-G ein humanes AdV (HAdV-52) mit
mehreren AdVs von Altweltaffen (Abb.15). Es wurde schon bei der erstmaligen
Beschreibung von HAdV-52 auf eine mdgliche zoonotische Ubertragung hingewiesen,
aufgrund der groflen phylogenetischen Nahe zwischen HAdV-52 und AdVs von Altweltaffen
(Jones et al., 2007). So verfigt HAdV-52 als einziges humanes AdV lber zwei VA-RNA-
Gene, ein Merkmal, welches bisher nur in AdVs von Altweltaffen gefunden wurde (Kidd et al.,
1995; Jones et al., 2007). Die Tatsache, dass es auf einer Affenzelllinie angezichtet wurde
und trotz Bemiihungen kein zweites Mal in einem Patienten gefunden werden konnte spricht
zudem dafiir, dass es sich bei HAdV-52 um das Resultat einer zoonotischen Ubertragung
von Altweltaffen auf Menschen oder um eine Kontamination aus einer Affenzelllinie handelt.
SAdV-A ist gemall ICTV die einzige rein simiane AdV-Spezies. AdVs, die zu SAdV-A
gehoren, wurden bisher nur in Altweltaffen gefunden (Kovacs et al., 2004; Lu et al., 2011;
Maluquer de Motes et al., 2011). In der vorliegenden Arbeit wurde in einem Schimpansen ein
AdV gefunden, welches aufgrund phylogenetischer Eigenschaften der Nukleinsauresequenz
seines Hexon-Gens der Spezies SAdV-A zugeordnet werden kann. Ob es sich um ein

genuines Schimpansen-AdV handelt, ist unklar.
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Abb.15 Ausschnitt aus dem phylogenetischen Stammbaum der AdVs von Primaten, basierend
auf Teilsequenzen des nahezu kompletten Hexon-Gens. Nebeneinander gestellt sind die
Gruppierungen der AdVs der Spezies HAdV-A und HAdV-G und SAdV-A, von denen vollstandige
Genome in der GenBank zur Verfliigung stehen und die in dieser Studie nachgewiesenen AdV-
Teilsequenzen. Humane AdVs sind in schwarzer, Schimpansen AdVs in roter, AdVs von Altweltaffen
in hellblauer Schrift aufgefiihrt. In dieser Studie neu entdeckte adenovirale Teilsequenzen
wildlebender Primaten sind durch einen roten, neu entdeckte AdVs von in Gefangenschaft lebenden

Primaten durch einen schwarzen Punkt gekennzeichnet.
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5.3.2 AdV Spezies mit jeweils unterschiedlichen Wirten

Die AdV-Spezies HAdV-B, HAdV-C und HAdV-F enthalten AdVs mehrerer Wirte. Die AdV-
Spezies HAdV-C enthalt AdVs von Menschen, Gorillas, Schimpansen und Bonobos, die
jeweils eine eigene phylogenetische Gruppe innerhalb der Spezies HAdV-C bilden (Abb.16).
Die phylogenetische Gruppierung der AdVs zueinander entspricht der phylogenetischen
Gruppierung ihrer Wirte, was einer koevolutionaren Entwicklung der AdVs mit ihren Wirten,

ohne Hinweise auf zoonotische Ubertragungen, annehmen l&asst.
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Abb.16 Ausschnitt aus dem phylogenetischen Stammbaum der AdVs von Primaten, basierend
auf Teilsequenzen des nahezu kompletten Hexon-Gens. Dargestellt sind die AdVs der Spezies
HAdV-C von denen vollstandige Genome in der GenBank zur Verfligung stehen und die in dieser
Studie nachgewiesenen AdV-Teilsequenzen. Humane AdVs sind in schwarzer, Schimpansen AdVs in
roter, Gorilla AdVs in blauer und AdVs von Bonobos in griiner Schrift aufgefiihrt. In dieser Studie neu
entdeckte adenovirale Teilsequenzen wildlebender Primaten sind durch einen roten Punkt

gekennzeichnet.

Auch die Spezies HAdV-B enthalt AdVs von Menschen, Gorillas, Schimpansen und
Bonobos. Doch im Gegensatz zu Spezies HAdV-C sind sie nicht nach Wirten gruppiert,
sondern bilden gemischte Gruppen (Abb.17). Dies weist daraufhin, dass neben Koevolution
mit dem Wirt auch zoonotische Ubertragungen der evolutiondren Entwicklung von HAdV-B
zugrunde liegen. Aufgrund der heterogenen Verteilung der AdVs innerhalb der Spezies
HAdV-B ist eine Direktionalitat der Ubertragungen nicht feststellbar.

Hervorzuheben ist PtroAdV-7. Es wurde in einem wildlebenden Schimpansen aus Uganda
nachgewiesen, und die Nukleinsduresequenz seines Hexon-Gens weist eine Ahnlichkeit von
99% zu dem humanen AdV HAdV-50 auf. Ob es sich bei PtroAdV-7 um ein humanes AdV im

Schimpansen oder ob es ein genuines Schimpansen AdV ist und auf Menschen (berging, ist
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nicht klar. Hinweise, welche AdVs der Spezies HAdV-B in der afrikanischen Bevdlkerung

zirkulieren, kénnten hier weiteren Aufschluss geben.
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Abb.17 Ausschnitt aus dem phylogenetischen Stammbaum der AdVs von Primaten, basierend

auf Teilsequenzen des nahezu kompletten Hexon-Gens. (Legende wie bei Abb.16)

Spezies HAdV-F enthalt zwei menschliche AdVs HAdV-40 und HAdV-41. In der vorliegenden
Untersuchung wurde ein AdV (PtroAdV-3) bei einem einzelnen Schimpansen gefunden,
dessen Nukleinsduresequenz im Hexon-Gen komplett identisch zu HAdV-41 ist (Abb.18).
Das Tier lebte in einer Gruppe von Schimpansen auf einer Insel in Gabun. Es starb nach
einem akuten Krankheitsverlauf. Bei der Obduktion wurden ein Hirnédem, geschwollene
Augenlider und eine hochgradige Anamie festgestellt. Infektionen mit AdVs der Spezies
HAdV-F, insbesondere HAdV-41, fihren bei Menschen zu Diarrhoe (Gary et al., 1979; de
Jong et al., 1983; Favier et al., 2004; Wold & Horwitz, 2007). Daher ist ein atiologischer
Zusammenhang zwischen den Symptomen des Tieres und dem Fund des mit HAdV-41
indentischen PtroAdV-3 fraglich. Es bleibt abzuklaren, ob dieses Virus bei Schimpansen ein
anderes Krankheitsbild verursacht als HAdV-41 beim Menschen und ob AdVs identisch zu
PtroAdV3 in der afrikanischen Bevoélkerung zirkulieren. Des Weiteren konnte erstmalig ein
AdV der Spezies HAdV-F bei einem einzigen Gorilla (aus Gabun) gefunden werden. Eine
Aussage, ob es sich um das Resultat einer Ubertragung handelt, kann an dieser Stelle nicht

gemacht werden.
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Abb.18 Ausschnitt aus dem phylogenetischen Stammbaum der AdVs von Primaten,

basierend auf Teilsequenzen des nahezu kompletten Hexon-Gens. Legende wie in Abb.16

5.4 Hinweise auf Rekombinationsereignisse von AdVs nicht-
humaner Primaten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das neuartige Gorilla-AdV GgorAdV-B7 kultiviert und mittels
PCR-Assays eine Teilsequenz von 15637bp Lange generiert. Paarweise Vergleiche mittels
Blast-Analyse ergaben eine groRe Ahnlichkeit der gesamten Teilsequenz zu AdVs der
Spezies HAdV-B, insbesondere zu dem Schimpansen-AdV SAdV-35.1 (96,6%) und dem
humanen AdV HAdV-21 (96%). Phylogenetische Analysen des DPOL-, pTP-, Penton- und
Hexon-Gens ergaben unterschiedliche Gruppierungen von GgorAdV-B7 mit AdVs der
Spezies HAdV-B in den einzelnen Genen. Im DPOL- und pTP-Gen bildet GgorAdV-B7 mit
AdVs von Gorillas und Schimpansen der Spezies HAdV-B eine grolte Gruppe. Im Hexon-
Gen ordnet es sich mit drei humanen AdVs (HAdV-11,-21 und -35), mit dem Schimpansen-
AdV SAdV-35.1 und dem Bonobo AdV SAdV-35.2 an. Die Nukleinsauresequenz des Penton-
Gens von GgorAdV-B7 hat eine Ahnlichkeit von 99,7% zu dem Schimpansen-AdV SAdV-29.
Die wechselnde Anordnung innerhalb der phylogenetischen Stammbaume |asst sich nicht
mit einer koevolutionaren Entwicklung von GgorAdV-B7 mit seinem Wirt erklaren, sondern
spricht fiir Rekombinationsereignisse, zum Teil basierend auf zoonotischen Ubertragungen,
in der Entstehungsgeschichte von GgorAdV-B7. Rekombinationsereignisse wurden bereits
fur humane AdVs der Spezies HAdV-D, HAdV-A und HAdV-B beschrieben (Williams et al.,
1975; Boursnell & Mautner, 1981; Mautner & Boursnell, 1983; Mautner & Mackay, 1984;
Crawford-Miksza & Schnurr, 1996b; Lukashev et al., 2008; Robinson et al., 2009; Walsh et
al.,, 2009; Walsh et al., 2010b). Zusatzlich wurde von Roy und seinen Mitarbeitern das
Schimpansen-AdV SAdV-27.1 als eine Rekombinante zwischen Schimpansen-AdVs der
Spezies HAdV-B1 und HAdV-B2 identifiziert (Roy et al., 2009). Die Datenlage fiir GgorAdV-
B7 ist nicht ausreichend, um Elternviren zu bestimmen, die zur Entstehung von GgorAdV-B7

beigetragen haben konnten. Vermutlich handelt es sich um weit zurlickliegende
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Rekombinationsereignisse, mit anschlieRender Selektion und Gendrift der rekombinierten
Sequenzstiicke. Aufgrund der groRen Ahnlichkeiten des Penton-Gens von GgorAdV-B7 mit
dem Penton-Gen des Schimpansen AdV SAdV-29 ist es mdglich, dass als Elternviren AdVs
unterschiedlicher Wirte eine Rolle gespielt haben. Rekombinationsereignisse zwischen AdVs
unterschiedlicher Wirte sind bisher nicht bekannt, wiirden aber einen Weg zur Entstehung

neuer Pathogene darstellen.

5.5 Nomenklatur

Eine allgemeine Anmerkung zur Nomenklatur von Mastadenoviren bei Primaten: Da sich in
die humanen AdV Spezies immer mehr AdVs-NHP einsortieren, ist die Spezies-Bezeichnung
shuman® irrefihrend. Neue und eindeutigere Spezies-Bezeichnung flir AdVs von Primaten
sollten erwogen werden, beispielsweise kdonnten ,humane AdV Spezies® in ,primaten AdV

Spezies* umbenannt werden.

5.6 Ausblick

Um die Aussagen der vorliegenden Arbeit bezliglich zoonotischer Ubertragungen von AdVs
zwischen NHPs und Menschen zu festigen, sollte untersucht werden, welche AdVs in der
afrikanischen Bevdlkerung zirkulieren. Hierbei ware besonders zielfiihrend, Daten Uber
humane AdVs aus den Regionen zu erlangen, aus denen die hier untersuchten Proben von
wildlebenden NHPs stammen. Um weiterfihrende molekularbiologische Untersuchungen
und Rekombinationsanalysen zu ermdoglichen, ist es wilnschenswert, die neuen AdVs
anzuzichten und ihre kompletten Genome zu charakterisieren. Diese Untersuchungen
werden einen detaillierteren Blick auf das zoonotische Gefahrdungs-Potential von AdVs

ermoglichen.
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6 Zusammenfassung

Adenoviren sind in der Lage, ein breites Wirbeltierspektrum zu infizieren, unter ihnen eine
Vielzahl nicht-humaner Primaten. Die vorliegende Arbeit beschéaftigte sich mit folgenden
Fragestellungen: (i) Kommen AdVs bei wildlebenden nicht-humanen Primaten vor? (ii) Wie
sind ihre phylogenetischen Eigenschaften? (iii) Besteht Potenzial einer zoonotischen
Ubertragung zwischen Menschen und nicht menschlichen Primaten? (iv) Lassen sich
Rekombinationen bei AdVs wildlebender Primaten beobachten?

Hierzu wurden 1285 Proben simianer Herkunft untersucht. Kot erwies sich als sehr
geeignetes Probenmaterial zum AdV-Nachweis. Es konnten insgesamt 46 neuartige AdVs
mittels degenerierter PCR Assays detektiert werden. Von ihnen stehen DPOL-Teilsequenzen
zur Verfligung. Bei 29 gelang zusatzlich aus der gleichen Probe die Amplifikation des nahezu
gesamten Hexon-Gens. Ob DPOL- und Hexon-Sequenzen aus einer Probe vom gleichen
Virusgenom stammten, war nicht zu ermitteln. Deshalb wurden DPOL- und Hexon-
Teilsequenzen getrennt betrachtet.

Zusatzlich gelang es, ein AdV aus im Minsteraner Allwetterzoo gehaltenen Gorillas
anzuzichten und zu sequenzieren. Bei diesem AdV konnten DPOL- und Hexonsequenzen
miteinander verbunden werden, wodurch eine Teilsequenz von 15.6 kb Lange fiir Vergleiche
mit Genomen anderer AdVs und phylogenetische Untersuchungen zur Verfliigung stand.

Die Berechnungen phylogenetischer Stammbaume ergaben flr Nukleinsaureteilsequenzen
des DPOL- und Hexon-Gens eine hohe genetische Diversitat. Die neuartigen AdVs
gruppierten sich innerhalb aller etablierten humanen und simianen AdV-Spezies ein. Sieben
AdVs von Altweltaffen bildeten eigene Kluster und konnten keiner bekannten AdV-Spezies
zugeordnet werden. Zusatzlich konnten erstmalig Sequenzen von zwei distinkten AdVs aus
Neuweltaffen nachgewiesen und phylogenetisch analysiert werden.

Funf in wildlebenden Schimpansen gefundene AdVs gaben Hinweise auf zoonotische
Ubertragungen zwischen Mensch und Schimpanse [PtroAdV-8 [HAdV-A], PtroAdV-10
[HAdV-D], PtroAdV-3 [HAdV-F], PtroAdV-7 [HAdV-B] und PtroAdV-14 [HAdV-E]]. Dies zeigt
erstmalig, dass AdVs aus wildlebenden Menschenaffen groRe phylogenetische Ahnlichkeiten
zu humanen AdVs aufweisen kénnen. Allerdings wurden nur fir einige AdVs Hinweise auf
die Richtung der Ubertragung erhalten. Um das zoonotische Potential von AdVs nicht
humaner Primaten besser abzuklaren zu koénnen, sollten in Zukunft auch humane AdVs der
gleichen Regionen identifiziert werden und Eingang in die phylogenetische Untersuchungen

finden.
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Trotz Bemuhungen, DPOL- und Hexon-Genteilsequenzen der AdVs wilder NHP miteinander
zu verbinden, gelang dies nur bei dem angezlichteten AdV GgorAdV-B7. Deshalb wurde
auch nur die Genom-Teilsequenz dieses AdV (15.6kb Lange) auf Rekombinationsereignisse
untersucht. Die BLAST-Analyse der gesamten Nukleinsaureteilsequenz ergab, dass
GgorAdV-B7 die groRte Ahnlichkeit zu dem Schimpansen AdV SAdV-35.1 und dem
humanen AdV HAdV-21 hat. Zusatzlich wurden phylogenetische Stammbaume der Gene
DPOL, pTP, Penton und Hexon berechnet. Sie zeigten, dass GgorAdV-B7 in jedem Gen mit
unterschiedlichen AdVs Gruppen bildete. So ist GgorAdV-B7 im DPOL- und pTP-Gen eng
mit einer Vielzahl von AdVs von Gorillas und Schimpansen gruppiert. Im Hexon-Gen
gruppiert es sich mit dem Schimpansen AdV SAdV-35.1, dem Bonobo AdV SAdV-35.2 und
drei humanen AdVs (HAdV-11, HAdV-21 und HAdV-35). Die Nukleinsauresequenz des
Penton-Gens von GgorAdV-B7 hingegen ist nahezu identisch mit der Nukleinsduresequenz
des Penton-Gens des Schimpansen AdV SAdV-29. Diese unterschiedliche Gruppenbildung
ist nicht durch eine koevolutionare Entwicklung von GgorAdV-B7 mit seinem Wirt erklarbar,
sondern Inter-Spezies-Ubertragungen und Rekombinationsereignisse miissen ebenso eine
Rolle gespielt haben. Insbesondere im Penton-Gen gibt es Hinweise auf ein
Rekombinationsereignis zwischen AdVs unterschiedlicher Wirte. Elternviren konnten jedoch
nicht identifiziert werden.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit lassen davon ausgehen, dass AdVs Uber ein nicht zu
vernachlassigendes zoonotisches Potential verfigen und ihre phylogenetische Diversitat
durch Rekombinationsereignisse erhéht wird. Ob AdVs nicht humanen Ursprungs bereits in
lokalen afrikanischen Bevolkerungsgruppen oder AdVs humanen Ursprungs in
Affenpopulationen zirkulieren, ist bisher kaum abschatzbar. Im Hinblick auf die Gefahrdung
der Bevdlkerung durch Pathogene zoonotischen Ursprungs und einhergehende Belastung
der offentlichen Gesundheitssysteme kénnen Erkenntnisse und Nachweissysteme, wie die

hier vorgelegten helfen, friihzeitig Risiken zu erkennen und Gegenmalinahmen einzuleiten.
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7  Summary

Novel adenoviruses in nonhuman primates: a high level of genetic diversity and
evidence of recombination and zoonotic transmission.

Adenoviruses (AdVs) broadly infect vertebrate hosts including a variety of primates. The
present study assessed the following questions: (i) Are AdVs present in wild nonhuman
primates (NHPs)? (i) How are their phylogenetic properties? (iii) Is there evidence for
interspecies transmission between humans and NHPs? (iv) Do recombination events occur
among AdVs of NHPs?

A total of 1285 samples of simian origin were analyzed for the presence of AdVs with a pan-
primate AdV-specific PCR targeting a highly conserved region of the DNA polymerase
(DPOL) gene. With this approach a plethora of novel AdV sequences were identified,
representing at least 46 distinct AdVs. Of these, 29 nearly complete hexon genes could be
amplified. DPOL and hexon sequence from a given sample could not be connected by long-
distance PCR. Therefore, only the hexon sequences were the basis for tentative virus
names. In addition we identified a novel AdV in the faeces of captive gorillas living in the
Zoological gardens of Munster by isolation in cell culture and PCR. Hexon and DPOL gene
sequences of this particular virus could be connected by amplification of the in-between
sequence resulting in a final sequence of 15.6 kb.

Phylogenetic analysis performed in Maximum Likelihood frameworks revealed a high
level of genetic diversity of the novel AdVs. They exhibited a broad evolutionary spectrum
and were tentatively allocated to all established human and simian AdV species. Seven
AdVs of Old World monkeys (OWMs) grouped separately and could not be assigned to any
known AdV species. Furthermore, three DPOL sequences were identified in New World
monkeys (NWMs) that clustered in a well-separated clade at the base of the primate AdV
tree, possibly reflecting the split between NWMs and OWMs.

Five AdVs detected in wild chimpanzees revealed a remarkably close relationship to
human AdVs over their entire hexon gene sequence, and thus provide evidence for
interspecies transmission events between humans and chimpanzees. The directionality of
these transmissions could not be firmly determined. Namely these viruses are: PtroAdV-8
[HAdV-A], PtroAdV-10 [HAdV-D], PtroAdV-3 [HAdV-F], PtroAdV-7 [HAdV-B], and PtroAdV-
14 [HAdV-E].

The 15.6 kb sequence of GgorAdV-B7 was subjected to recombination analyses. In
BLAST analysis of GenBank, the whole sequence was most closely related to the
chimpanzee AdV SAdV-35.1 and the human AdV HAdV-21. Phylogenetic trees were
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constructed for DPOL, pTP, penton base and hexon gene alignments, revealing a mixed
clustering of GgorAdV-B7 with different AdVs in each phylogenetic tree. In the DPOL and the
pTP gene, GgorAdV-B7 formed a tight clade with AdVs from chimpanzees and gorillas. In
the hexon gene GgorAdV-B7 was most closely associated with one chimpanzee AdV SAdV-
35.1, one bonobo AdV SAdV-35.2 and three human AdVs (HAdV-11, -21, and -35).
However, the penton base gene of GgorAdV-B7 showed a striking similarity to that of the
chimpanzee AdV SAdV-29. Taken together, these observations cannot be explained by co-
speciation of GgorAdV-B7 with its gorilla host. Rather, they are in line with recombination and
host switching, and the striking similarity to SAdV-29 suggests that recombination events
between AdVs of different host species might take place. In light of current knowledge,
parent viruses could not be assigned, indicating a more ancient recombination event with
subsequent genetic drift or recombination with an unknown AdV.

The high variety of known and novel AdVs of NHPs calls for larger studies to
understand the diversity of AdVs currently circulating in African NHPs as well as in local
African human populations. This may answer the intriguing question of whether NHPs and
humans have an intersected “adeno-virosphere” and may provide the basis for elucidating
the potential pathological consequences of interspecies AdV transmission. Studies of this
kind may help to establish a global early warning system for emerging diseases, given the

need to protect both public health and endangered NHPs.
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