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I. EINLEITUNG 

Lebensmittel tierischer Herkunft wie Kuhmilch und Rindfleisch haben für die 

menschliche Ernährung eine elementare Bedeutung. Hinweise auf eine potenzielle 

Gesundheitsgefährdung durch diese Produkte sind daher im Kontext „Public 

Health“ von fundamentalem Interesse und entsprechende Berichte stoßen 

regelmäßig auf große mediale Resonanz. Somit ist es nicht überraschend, dass in 

einer Vielzahl von Studien ein Zusammenhang zwischen dem Milch- und 

Fleischkonsum und diversen humanen Erkrankungen postuliert wird (Melnik, 

2009, Larsson and Orsini, 2013, Sargsyan and Dubasi, 2021). 

Im Jahr 2012 veröffentlichte Harald zur Hausen auf Basis globaler 

epidemiologischer Studien zum Vorkommen von Dickdarmkrebs beim Menschen 

seine Hypothese über eine mögliche Korrelation zwischen dem Konsum von 

Produkten europäischer Rinder und der Entstehung von Darm- und Brustkrebs. 

Diese Theorie basiert vor allem darauf, dass Länder, in denen europäische 

Rinderrassen keine oder nur eine untergeordnete wirtschaftliche Rolle spielen, für 

diese Krebsarten besonders niedrige Inzidenzen in der Bevölkerung aufweisen. 

Folglich müsse es einen spezifisch bovinen, infektiösen Faktor geben, der nur in 

europäischen Rinderrassen taurinen Ursprungs, nicht aber in Yaks, Zebus oder 

Wasserbüffeln zu finden sei (zur Hausen, 2012, zur Hausen and de Villiers, 2016). 

In den darauffolgenden Jahren wurden bei der Untersuchung von Kuhmilch und 

Kuhseren tatsächlich neuartige DNA-Moleküle entdeckt, die in Aufbau und 

Struktur bakteriellen Plasmiden und einzelsträngigen/single-stranded (ss), 

zirkulären DNA-Viren ähneln (Whitley et al., 2014, zur Hausen and de Villiers, 

2015). Da diese Elemente keiner der derzeit bekannten Erregerklassen zugeordnet 

werden konnten, wurden sie ihrer Herkunft nach als „bovine meat and milk factors“ 

(BMMF) bezeichnet (de Villiers et al., 2019). In weiteren Studien wurden das 

Vorkommen und die Replikationsfähigkeit von BMMF-DNA in humanen, 

krankheitsassoziierten Geweben nachgewiesen (Eilebrecht et al., 2018, Bund et al., 

2021). Aufgrund dieser und weiterer Daten wird zurzeit eine mögliche Beteiligung 

von BMMF an der Entstehung verschiedener Karzinome und anderer humaner 

Erkrankungen diskutiert (de Villiers and zur Hausen, 2021).
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Aus bovinen und humanen Proben wurden neben den bisher unbekannten BMMF 

zusätzlich kleine, zirkuläre Einzelstrang-DNA-Viren isoliert, die der Familie 

Genomoviridae zugeordnet werden konnten (zur Hausen et al., 2017). Diese und 

andere Familien des kürzlich etablierten Phylums Cressdnaviricota (Krupovic et 

al., 2020) erfuhren in den vergangenen Jahren durch den Einsatz neuer Techniken 

starken Zuwachs (Simmonds et al., 2017). Vertreter der Familie Genomoviridae 

sind mit den verschiedensten eukaryotischen Spezies assoziiert (Varsani and 

Krupovic, 2021). Ob oder welche Bedeutung das Vorkommen dieser DNA-Viren 

in Rindern für die Tiere selbst und für den Menschen hat, bleibt noch zu klären.  

Die in den letzten Jahren aufgestellte Hypothese, BMMF seien spezifische, 

ausschließlich in taurinen Rindern zu findende infektiöse Faktoren, die an der 

Entstehung verschiedener humaner Erkrankungen beteiligt sein sollen, lässt aber 

Fragen offen. Insbesondere ist nach wie vor unklar, ob diese Faktoren tatsächlich 

nicht auch in anderen lebensmittelliefernden Tieren wie beispielsweise 

Wasserbüffeln, Yaks und Schafen nachweisbar sind. Die vorliegende Arbeit mit 

den darin enthaltenen Publikationen widmet sich dieser Fragestellung und liefert 

somit erstmals einen grundlegenden Beitrag zum Vorkommen von BMMF in 

weiteren milchwirtschaftlich genutzten Boviden. Die erste Publikation befasst sich 

dabei mit der Untersuchung von Wasserbüffelmilch, wohingegen die zweite 

Veröffentlichung die Spezies Schaf und Ziege behandelt. Zusätzlich zu den bereits 

publizierten Daten wurden Proben weiterer „exotischer“ Rinder (Zebu, Yak, 

Watussi-Rind) untersucht. Die Ergebnisse dieser Analysen werden in Kapitel V 

erläutert.
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II. LITERATURÜBERSICHT 

1. Einzelstrang-DNA-Viren 

1.1. Entdeckung und Bedeutung 

Schon vor Millionen von Jahren existierten Viren auf der Erde und trugen im Laufe 

der Zeit bedeutend zur Evolutionsgeschichte aller Lebewesen bei. Ihre Fähigkeit 

zur Mutation, Transposition und Rekombination machte sie extrem anpassungs-

fähig und vielgestaltig, sodass Viren in der heutigen Zeit ubiquitär zu finden sind.  

Obwohl wir inzwischen wissen, dass (ss)DNA-Viren einen Großteil der Gesamtheit 

aller Viren ausmachen und in allen drei Domänen – Archaeen, Bakterien, 

Eukaryoten – vertreten sind, spielten sie bis in die zweite Hälfte des 20. Jahr-

hunderts nur eine unwesentliche Rolle in der Wissenschaft (Zhao et al., 2019b). Mit 

der Entdeckung der pflanzenpathogenen Geminiviren (Goodman, 1977) und den 

tierpathogenen Circoviren (Tischer et al., 1982) gewannen die zirkulären ssDNA-

Viren an Bedeutung. Seit Beginn der 2000er Jahre wurden durch die Anwendung 

neuer Techniken wie Next-Generation Sequencing sowie durch den Einsatz der 

Phi29-DNA-Polymerase unzählige, bisher unbekannte zirkuläre DNA-Elemente 

entdeckt. Die Sequenzen dieser Viren konnten aus einer immensen Fülle 

verschiedenster Proben wie z. B. Abwasser, Pflanzenmaterial, tierischem Kot, 

Insekten oder menschlichen Geweben isoliert werden. Innerhalb dieser Gruppe 

befinden sich sowohl krankheitsassoziierte als auch apathogene Viren (Zhao et al., 

2019b). 

1.2. Der Stamm Cressdnaviricota 

1.2.1. Taxonomie 

Neben wenigen Vertretern mit linearem Genom wie z. B. den Parvoviren besitzen 

die meisten ssDNA-Viren kleine, zirkuläre Genome und infizieren eukaryotische 

Organismen. Der im Jahr 2019 neu etablierte Stamm „Cressdnaviricota“ umfasst 

eine Gruppe recht heterogener, zirkulärer ssDNA-Viren, bei denen im Allgemeinen 

davon ausgegangen wird, dass sie über die sogenannte „rolling circle replication“ 

(RCR) replizieren. Der Name „Cressdnaviricota“ ist das Portmanteau-Wort für 

„circular Rep-encoding single-stranded DNA“ (kurz CRESS-DNA) und dem 
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Suffix -viricota für die Stammeshierarchie innerhalb der taxonomischen Stufen und 

verweist damit auf die gemeinsamen molekularen Merkmale der Mitglieder dieser 

Gruppe. Nach aktuellen Angaben des International Committee on Taxonomy of 

Viruses (ICTV) gliedert sich der Stamm derzeit in zwei Klassen (Arfiviricetes, 

Repensiviricetes) mit insgesamt acht Familien, bestehend aus knapp 1000 Spezies 

(Abbildung 1).  

 

Abbildung 1: Taxonomie innerhalb des Stammes Cressdnaviricota, bestehend aus zwei Klassen 

mit insgesamt acht Familien (ICTV).  

Drei dieser Familien, die Nanoviridae, Metaxyviridae und Geminiviridae infizieren 

ausschließlich pflanzliche Wirte und werden durch Vektoren (Insekten) übertragen. 

Durch das Auslösen verschiedener Krankheitssymptome bei landwirtschaftlich 

genutzten Pflanzen und den damit verbundenen Ernteverlusten haben sie vielerorts 

eine große ökonomische Bedeutung (Thomas et al., 2021, Zerbini et al., 2017, 

Gronenborn et al., 2021). Unter den Vertretern der Familie Circoviridae befinden 

sich bedeutende Tierpathogene wie z. B. die porcinen Circoviren 1 & 2 (PCV1, 

PCV2) oder das beak and feather disease virus, der Erreger der Psittacine Beak and 

Feather Disease (PBFD) (Rosario et al., 2017). Die Redondo- und Smacoviren sind 

tier- und humanassoziierte Familienmitglieder, die aus menschlichen broncho-

alveolären Lavage-Proben (Redondoviren) oder aus dem Gastrointestinaltrakt 
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diverser Wirbeltiere (Smacoviren) isoliert werden konnten (Abbas et al., 2021, 

Varsani and Krupovic, 2021). Die ursprünglichen Wirte der Spezies dieser zwei 

Familien konnten bislang allerdings nicht eindeutig zugewiesen werden. Neben 

Eukaryoten werden bei den Smacoviren derzeit auch Archaeen als potenzielle 

Wirte diskutiert (Díez-Villaseñor and Rodriguez-Valera, 2019). Die Wirte der 

verbleibenden beiden Familien umfassen bei den wenigen Spezies der Familie 

Bacilladnaviridae verschiedene Algenarten und bei denen der Genomoviridae ein 

deutlich umfangreicheres Spektrum von Pilzen und Pflanzen bis hin zu Säugern und 

Insekten. Eine detaillierte Beschreibung der Familie Genomoviridae folgt in 

Abschnitt 1.2.3. 

Aufgrund der kontinuierlich wachsenden Zahl neuer Viren und der nicht 

abschließend festgelegten Phylogenie der CRESS-DNA-Viren unterliegt die 

Taxonomie allerdings einem steten Wandel. 

1.2.2. Molekulare Charakteristika  

Das Genom der ubiquitären CRESS-DNA-Viren besteht, wie der Name bereits 

andeutet, aus zirkulärer, einzelsträngiger DNA. Einzelstrang-DNA-Viren zeigen 

eine den RNA-Viren ähnlich hohe Rekombinationsrate (Duffy et al., 2008, 

Lefeuvre et al., 2009), weshalb sie sich sehr schnell weiterentwickeln, ihr 

Wirtsspektrum ausdehnen und ihre Pathogenität verändern können (Zhou et al., 

1997, Padidam et al., 1999). Diese Fähigkeit erklärt die hohe Diversität innerhalb 

der Familie Cressdnaviricota und die Schwierigkeit der taxonomischen 

Klassifizierung.  

Dennoch zeigen alle CRESS-DNA-Viren untereinander Ähnlichkeiten in ihrer 

Genomstruktur, die auf eine gemeinsame Phylogenie hindeuten. Es wird 

angenommen, dass das virale Genom einheitlich bei allen Vertretern dieser Gruppe 

durch einen bestimmten Mechanismus, die RCR repliziert wird (Abbildung 2). 

Dieser Mechanismus, der auch von bakteriellen Plasmiden, Phagen und anderen 

ssDNA-Viren bekannt ist (del Solar et al., 1998, Stenlund, 2003), wird durch eine 

Replikase (Rep) initiiert, die auf dem viralen DNA-Einzelstrang kodiert ist. Dieses 

hoch konservierte Gen dient der Klassifizierung der CRESS-DNA-Viren, da es 

spezifische Charakteristika aufweist, die Hinweise auf evolutionäre Ereignisse 

liefern können (Krupovic et al., 2020).  

Die Replikase besteht aus zwei funktionellen Domänen, die für ihre enzymatische 
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Aktivität von entscheidender Bedeutung sind. Die Cofaktoren-abhängige HUH-

Endonuklease-Domäne (H = Histidin, U = hydrophober Rest) befindet sich am 

aminoterminalen Ende des Proteins und ist in der Lage, sogenannte 

Haarnadelstrukturen (stem-loops) zu erkennen und innerhalb dieser oder in deren 

Nähe einen Strangbruch zu erzeugen. Während die Replikase dabei eine kovalente 

Bindung mit dem 5´-Ende des (+) Stranges eingeht, beginnt am freien 3´-OH-Ende 

die Replikation durch eine DNA-Polymerase des Wirtes. Am Ende eines jeden 

Replikationszyklus spaltet die HUH-Endonuklease den ursprünglichen (+) Strang 

vom neu entstandenen Doppelstrang ab und katalysiert abschließend seine 

Rezyklierung (Chandler et al., 2013) (Abbildung 2). Charakteristisch für die HUH-

Endonuklease-Domäne sind die stark konservierten RCR-Motive I, II und III, die 

sowohl bei der RCR-Initiation als auch der -Termination eine zentrale Rolle 

spielen. Die zweite funktionelle Domäne, die carboxyterminale „Superfamilie 3 

(SF3) Helikase-Domäne“ deutet auf eine nahe Verwandtschaft zu eukaryotischen 

Viren hin, da dieser Helikase-Typ nicht bei Viren zu finden ist, die Bakterien oder 

Archaeen infizieren (Krupovic et al., 2020). Sie entwindet die komplexe 

dreidimensionale Struktur des DNA-Stranges und bereitet sie somit für weitere 

Schritte wie z. B. die Replikation vor. Die hoch konservierten Motive Walker A, B 

und C lassen ebenfalls auf eine gemeinsame Abstammung aller CRESS-DNA-

Viren schließen (Gorbalenya et al., 1990, Gorbalenya and Koonin, 1993).  

Neben der Replikase kodieren alle Viren des Stammes Cressdnaviricota auch ein 

Capsid-Protein (Cap), das der Verpackung des Genoms dient. Die Capsid-

kodierenden Gene zeigen im Vergleich zu den rep-Genen deutlich geringere 

Homologien untereinander und sind daher für die Klassifizierung der Isolate 

weniger geeignet. Allerdings lassen sich anhand der Capside ebenfalls mögliche 

Rückschlüsse auf die Phylogenese dieser Viren ziehen. So gibt es Hinweise darauf, 

dass die cap-Gene einiger CRESS-DNA-Viren durch RNA-DNA-Rekombination 

von RNA-Viren erworben wurden, da die Capside teils starke Ähnlichkeiten 

aufweisen (Krupovic et al., 2009, Diemer and Stedman, 2012). 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der rolling circle replication. Nach Eintritt in die Wirtszelle 

wird die virale Einzelstrang-DNA (dunkelblau) von einer Wirts-DNA-Polymerase gebunden (1) und 

entlang der Matrize ein komplementärer Strang synthetisiert (rosa), sodass eine doppelsträngige (ds) 

Replikationsform der DNA entsteht (2). Durch Transkription und Translation entsteht die für die 

Replikation notwendige virale Replikase, die nun mit der Wirts-DNA-Polymerase einen 

Enzymkomplex bildet (3). Die Replikase spaltet die dsDNA innerhalb der Haarnadelstruktur, sodass 

das 3´-OH-Ende des (+) Stranges frei wird. An diesem freien Ende beginnt die Polymerase mit der 

Synthese eines neuen (+) Stranges (hellblau gepunktete Linie) in 5´-3´-Richtung (4), wobei der 

ursprüngliche Strang verdrängt wird (5). Am Ende eines jeden Zyklus katalysiert die Replikase die 

Ligation des ursprünglichen Stranges (6), wodurch dieser von der dsDNA abgespalten wird (7). Neu 

entstandene virale ssDNA wird entweder in einem Capsid verpackt oder geht in einen weiteren 

Replikationszyklus ein. 

1.2.3. Die Familie Genomoviridae 

Der erste Vertreter der Familie Genomoviridae war das infektiöse Sclerotinia 

sclerotiorum hypovirulence-associated DNA virus 1 (SsHADV-1), welches aus 

dem Pilz Sclerotinia sclerotiorum isoliert wurde (Yu et al., 2010). Nach Genom- 

und Strukturanalysen stellte sich heraus, dass dieses Virus zwar einige Ähnlich-

keiten zu Mitgliedern der bereits etablierten Familie Geminiviridae aufwies, jedoch 

in seiner Gesamtheit einzigartig war, sodass Sclerotinia gemycircularvirus 1 als 

erste Spezies der Gattung Gemycircularvirus (Gemini-like myco-infecting circular 

virus) klassifiziert wurde (Rosario et al., 2012a, Krupovic et al., 2016). Seither 
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konnten unzählige weitere Genomoviren aus unterschiedlichsten Proben isoliert 

werden, u. a. aus Abwasser, Flusssedimenten, Pflanzen, Insekten und Säugetieren. 

Zurzeit besteht die Familie aus 10 Gattungen mit insgesamt 237 Spezies (Abbildung 3), 

die allesamt kleine, zirkuläre Einzelstrang-Genome einer Größenordnung von ca. 

1,8–2,4 Kilobasen besitzen (Varsani and Krupovic, 2021).  

 

Abbildung 3: Graphische Darstellung der Familie Genomoviridae mit ihren 10 Gattungen nach der 

derzeit aktuellen ICTV Einteilung (ICTV). 

Genomoviren kodieren wie alle CRESS-DNA-Viren mindestens zwei Proteine – 

ein Rep- und ein Cap-Protein. Typisch für die Mitglieder dieser Familie ist, dass 

rep- und cap-Gen in gegenläufiger Richtung auf dem Einzelstrang liegen. In dem 

Sequenzabschnitt zwischen rep und cap lässt sich bei allen Mitgliedern die stark 

konservierte, aber variable „Nonanukleotidstruktur“ finden. Sie wird von einer 

Palindromsequenz eingeschlossen, die eine Art Stiel oder Stamm (stem) bildet. Das 

Nonanukleotid formt eine Schleife (loop) auf der Spitze des Stammes. In ihrer 

Gesamtheit erinnert diese stem-loop-Struktur an eine Haarnadel und stellt ein 

wichtiges Erkennungsmerkmal für die Replikase dar (Abbildung 4). Dieses Enzym 

spaltet zwischen Position 7 und 8 der Nonanukleotidstruktur die (ds)DNA (Varsani 

and Krupovic, 2017).  
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Während das cap-Gen der Genomoviren sehr heterogen ist, weisen ihre Replikasen 

starke Homologien untereinander auf. Eine wichtige Besonderheit dabei ist, dass 

viele genomovirale reps Introns beinhalten, die dieses Gen durch einen nicht 

kodierenden Bereich in zwei Teile trennen. Intron-tragende reps sind auch bei 

einigen Vertretern der Familie Geminiviridae zu finden (Wright et al., 1997, 

Varsani et al., 2017), was die nahe Verwandtschaft dieser beiden Familien 

unterstreicht (Zhao et al., 2019a). Eine weitere interessante Gemeinsamkeit ist ein 

zusätzliches, stark konserviertes Aminosäuremotiv innerhalb der Endonuklease-

Domäne. Dieses „GRS-Motiv“, das sich zwischen den RCR-Motiven II und III 

befindet, spielt möglicherweise eine Rolle bei der räumlichen Ausrichtung dieser 

beiden Motive (Nash et al., 2011, Varsani and Krupovic, 2017).  

 

Abbildung 4: Beispielhafte Darstellung einer stem-loop-/Haarnadelstruktur der Genomoviren. Die 

neun Nukleotide umfassende Nonanukleotidstruktur ist grün unterlegt und befindet sich innerhalb 

des loops. Das Palindrom, bestehend aus jeweils 10 Nukleotiden, befindet sich beiderseits der 

Nonanukleotidstruktur und bildet dabei den doppelsträngigen Stamm der Haarnadel. 

(https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/Servers/Predict1/Predict1.html) 

2. Bovine meat and milk factors 

2.1. Hintergründe 

Seit einigen Jahren wird ein Zusammenhang zwischen dem Langzeitkonsum von 

rotem Fleisch (u. a. Rind, Schwein, Lamm, Pferd) und verschiedenen humanen 

Erkrankungen vermutet (Huxley et al., 2009, Richi et al., 2015). Schon in den 

1970er Jahren wurde die mutagene und kanzerogene Wirkung einiger 
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heterozyklischer Amine, die zur Gruppe der polycyclischen aromatischen Kohlen-

wasserstoffe (PAK) gehören und bei der Zubereitung von Fleisch entstehen, 

diskutiert und auf mögliche Risiken für die Gesundheit hingewiesen (Sugimura et 

al., 1977, Nagao et al., 1977). Epidemiologische Studien indizieren eine Korrelation 

zwischen dem häufigen Verzehr von zubereitetem roten Fleisch und dem Auftreten 

verschiedener Erkrankungen wie Krebs, Diabetes mellitus Typ 2 oder kardio-

vaskuläre Erkrankungen (Chan et al., 2011, Pan et al., 2011, Pan et al., 2012, Farvid 

et al., 2018). Im Jahr 2015 wurde eine weitere Studie veröffentlicht, die erstmalig 

den Zusammenhang zwischen der Aufnahme von N-Glycolylneuraminsäure 

(Neu5Gc) und einem erhöhten Krebsrisiko darlegt. Neu5Gc, das vom menschlichen 

Organismus nicht gebildet werden kann, wird mutmaßlich mit der Nahrung, 

insbesondere rotem Fleisch, vom Körper aufgenommen und führt im Zielgewebe 

zu chronisch entzündlichen Veränderungen (Samraj et al., 2015). Daten zu globalen 

Dickdarmkrebsinzidenzen und dem weltweiten Rindfleischkonsum führten Harald 

zur Hausen zu der Annahme, dass möglicherweise infektiöse Agenzien in Rindern 

ursächlich für Dickdarmkrebs sein könnten (zur Hausen, 2012). Seit geraumer Zeit 

steht neben dem Konsum von rotem Fleisch auch der Milchkonsum in Verdacht, an 

der Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen wie Multipler Sklerose oder 

Morbus Parkinson beteiligt zu sein (Winer et al., 2001, Jiang et al., 2014). Laura 

Manuelidis entdeckte im Jahr 2011 kleine, neuartige, zirkuläre DNA-Moleküle, 

sogenannte Sphinx-DNA (Slow Progressive Hidden INfections of variable (X) 

latency) in Geweben von Säugetieren, die an transmissibler spongiformer 

Enzephalopathie (TSE) erkrankt waren und vermutete deren potenzielle 

Beteiligung an der TSE-Pathogenese, wodurch sie die „Protein-only-Hypothese“ 

von Stanley Prusiner (Prusiner, 1982) in Frage stellte. Die als Sphinx 1.76 und 

Sphinx 2.36 benannten DNA-Moleküle weisen Ähnlichkeiten zu Plasmiden von 

verschiedenen Acinetobacter spp. auf, stellen jedoch eine neue Einheit dar 

(Manuelidis, 2011). Dies gab Anlass zur Untersuchung humaner und boviner 

Proben auf bisher unbekannte Pathogene, um die Ätiologie diverser Erkrankungen 

näher zu beleuchten.  

2.2. BMMF – Entdeckung und Gruppierung 

Die Arbeitsgruppe um Harald zur Hausen entdeckte in Rinderseren und -milch, in 

menschlichen Blut- und Serumproben sowie in Hirngewebe zirkuläre (ss)DNA-

Moleküle einer Größenordnung von ca. 1000-3000 Nukleotiden (nt) (Funk et al., 
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2014, Whitley et al., 2014, Gunst et al., 2014, Lamberto et al., 2014). Diese unter 

dem Oberbegriff „BMMF“ (bovine meat and milk factors) zusammengefassten 

episomalen Isolate wurden in Abhängigkeit von ihren Sequenzhomologien zu 

bereits bekannten Organismen in vier Gruppen unterteilt. Die ersten beiden 

Gruppen umfassen Isolate, die Ähnlichkeiten zu den von Manuelidis entdeckten 

Sphinx 1.76- und Sphinx 2.36-Elementen aufweisen. Die Gruppe 3 beinhaltet 

solche, die der Familie Genomoviridae angehören. DNA-Moleküle, die 

Homologien zu Plasmiden von Psychrobacter spp. zeigen, werden der Gruppe 4 

zugeordnet (de Villiers et al., 2019). Die Nukleotid-Sequenzen der Isolate sind in 

der Literatur unter verschiedenen Namen zu finden, je nachdem, aus welcher Probe 

die jeweilige DNA isoliert wurde (Tabelle 1). Unter diesen noch nicht 

klassifizierten, neuartigen DNA-Elementen besitzen die BMMF-Gruppen 1 und 2 

quantitativ die größte Bedeutung. 

Tabelle 1: Namensgebung der verschiedenen BMMF-Isolate und ihre Abkürzungen. 

Cow milk isolate CMI 

Healthy cattle blood isolate HCBI 

Multiple sclerosis brain isolate MSBI 

Multiple sclerosis serum isolate MSSI 

 

2.3. BMMF 1 und 2 – Molekulare Charakteristika 

Alle Gruppe 1-Isolate, die sowohl Ähnlichkeiten zu Sphinx 1.76 als auch zu 

Plasmiden von Acinetobacter spp. aufweisen, zeigen eine für diese Gruppe typische 

Genomstruktur mit charakteristischen Merkmalen. Sie besitzen mindestens einen 

offenen Leserahmen – englisch: open reading frame (ORF) –, der eine Replikase 

kodiert. Die weiteren ORFs, die im Rahmen von in silico-Analysen vorhergesagt 

wurden, sind rein hypothetisch. Ihre Expression und eine Funktion konnten bislang 

nicht gezeigt bzw. bestimmt werden. Ein typisches Strukturmerkmal für alle 

Vertreter dieser Gruppe ist der sogenannte tandem repeat (TR), der 5´-wärts dem 

rep-Gen vorangestellt ist. Er besteht aus einer Nukleotidabfolge von 22 nt, die sich 

mindestens dreimal vollständig und ein viertes unvollständiges Mal wiederholt. Der 

TR ist eine hoch konservierte Region innerhalb des Genoms, die bei den Isolaten 

nur geringfügig variiert (zur Hausen et al., 2017). Möglicherweise stellt er eine 

Erkennungsstruktur für die Replikase dar (Chattoraj, 2000). Dem TR wiederum 
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vorangestellt ist eine palindromische Sequenz von 12 nt Länge, der sogenannte 

inverted repeat (IR). Auch dieser ist bei den verschiedenen BMMF 1-Isolaten 

weitestgehend identisch und dient vermutlich der Replikase als Bindungsstelle (zur 

Hausen et al., 2017). 

DNA-Moleküle, die der Gruppe BMMF 2 zugeordnet sind und Ähnlichkeit zu 

Sphinx 2.36 aufweisen, unterscheiden sich deutlich von denen der Gruppe 1, da sie 

weder einen TR noch den BMMF 1-typischen IR besitzen. Auch BMMF 2-

Elemente kodieren eine potenzielle Replikase, deren Aminosäuresequenzen starke 

Ähnlichkeiten zu Rep-Proteinen von Acinetobacter spp. zeigen (zur Hausen et al., 

2017).  

2.4. Die „BMMF-Hypothese“ 

Die unter 2.1. beschriebenen Daten weisen darauf hin, dass die wiederholte 

Aufnahme von PAK mit dem Verzehr von zubereitetem roten Fleisch ein Risiko in 

Bezug auf die Entstehung von Kolonkarzinomen darstellt. Allerdings zeigen einige 

Publikationen auch, dass chemische Kanzerogene nicht nur bei der Zubereitung von 

rotem Fleisch entstehen, sondern auch beim Braten von Fisch und Huhn, dessen 

Langzeitkonsum jedoch nicht mit einer erhöhten Dickdarmkrebsinzidenz korreliert 

(Yano et al., 1988, Kazerouni et al., 2001, Huxley et al., 2009).  

Epidemiologische Studien zum weltweiten Vorkommen verschiedener Krebsarten 

beim Menschen zeigen, dass Regionen wie Indien, Äquatorialafrika und die 

Mongolei im Vergleich zu europäischen und nordamerikanischen Ländern 

besonders niedrige Dickdarmkrebsinzidenzen aufweisen (Ferlay et al., 2020, zur 

Hausen and de Villiers, 2015, zur Hausen and de Villiers, 2016). All diesen Ländern 

ist gemein, dass dort großteils andere Rinderarten als das europäische Hausrind 

genutzt werden wie Yak, Zebu, Watussi-Rind oder Wasserbüffel (Grigson, 1991, 

Leslie and Schaller, 2009, Government of India, 2015, Zhang et al., 2020). Ähnlich 

wie die weltweiten Inzidenzen für Dickdarmkrebs verhalten sich auch die 

Brustkrebsinzidenzen, obwohl diese im Allgemeinen etwas höher liegen (Sung et 

al., 2021). Diese Beobachtungen führten Harald zur Hausen zu der Hypothese, dass 

die scheinbar ausschließlich in europäischen Hausrindern vorkommenden, 

infektiösen BMMF eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von humanen 

Krankheitsbildern wie z. B. Brust- und Dickdarmkrebs spielen (zur Hausen and de 

Villiers, 2015). Insbesondere die Aufnahme von BMMF- und Neu5Gc-haltigen 
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Nahrungsmitteln im Kindesalter resultiere hierbei in einer lebenslang manifesten 

Infektion von Darmepithelzellen. Im weiteren Verlauf komme es zur intrazellulären 

Antigenexpression und zu einer chronischen Inflammation des umliegenden 

Gewebes (Bund et al., 2021). Die jahrzehntelang persistierende Entzündung und 

die wiederholte Exposition gegenüber BMMF und anderen Kanzerogenen führe 

schlussendlich zu Mutationen und damit zur indirekten Karzinogenese (zur Hausen 

et al., 2019, de Villiers and zur Hausen, 2021). 

3. Detektion zirkulärer Einzelstrang-DNA 

Der Einsatz neuer Techniken vor etwa zwei Jahrzehnten war für die Entdeckung 

und Erforschung zirkulärer, einzelsträngiger DNA-Elemente ein Meilenstein in der 

Forschung. Niedrige Abundanzen, die Abhängigkeit von spezifischen Primern und 

– im Fall von ssDNA-Viren – die mangelnde Kultivierbarkeit der Erreger 

erschwerten bis dahin die Detektion dieser DNA-Moleküle (Rector et al., 2004). 

Mit Hilfe der Phi29-DNA-Polymerase und dem Einsatz von Random-Hexamer-

Primern gelang mit der sogenannten „rolling circle amplification“ (RCA) die bis zu 

10.000-fache Amplifikation von vollständigen, zirkulären Genomen. In der Folge 

wurden unzählige neue ssDNA-Viren detektiert (Dean et al., 2001, Rosario et al., 

2012b). Die Phi29-basierte Prä-Amplifikation der Zielsequenzen ermöglichte die 

Erhöhung der Sensitivität verschiedener nachgelagerter Detektionsmethoden, die 

im Folgenden chronologisch aufgeführt werden. 

Um geringe Mengen vollkommen unbekannter DNA in Probenmaterial 

nachzuweisen, nutzte Laura Manuelidis 2011 die RCA als einen zusätzlichen 

Vorbereitungsschritt der DNA. Das erhaltene Material wurde mit verschiedenen 

Restriktionsenzymen verdaut, um die entstandenen Phi29-Polymerase-Produkte zu 

linearisieren. Die auf ein Gel aufgetragenen, verdauten Proben wurden mit 

unterschiedlichen Kontrollansätzen verglichen und verdächtige Banden 

aufgereinigt, kloniert und sequenziert. Mit diesem Vorgehen gelang die Detektion 

der sogenannten Sphinx-DNA aus TSE-Gewebe (Manuelidis, 2011). 

Viele Sphinx-ähnliche DNA-Elemente wurden in den darauffolgenden Jahren 

durch das gleiche methodische Vorgehen aus weiteren Proben isoliert, sodass die 

Gruppe der BMMF etabliert wurde. Durch Sequenzvergleiche dieser neuartigen 

BMMF-Genome auf Nukleotidebene konnten stark konservierte, homologe 

Bereiche identifiziert und spezifische Primer entworfen werden, die die 
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Volllängenamplifikation der Sequenzen mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

ermöglichten (de Villiers et al., 2019). 

Eine weitere Technik zur Detektion zirkulärer ssDNA stellt die sogenannte „Next-

Generation Sequencing-Technologie“ (NGS) dar. Hierbei können simultan 

Millionen verschiedener DNA-Fragmente sequenziert und anschließend direkt 

analysiert werden. Mit Hilfe dieser Technik wurde die Nukleinsäureanalytik 

revolutioniert und die Entdeckung unzähliger neuer Viren in kürzester Zeit 

ermöglicht. Aufgrund der gigantischen Fülle unterschiedlicher DNA-Sequenzen im 

Probenmaterial besteht jedoch die Gefahr, dass niedrig abundante DNA bei der 

Sequenzierung unentdeckt bleibt. Um die Nachweisempfindlichkeit gegenüber 

dieser DNA zu verbessern, können die Proben zuvor mittels RCA vorbereitet 

werden (Barzon et al., 2011, Aimone et al., 2022). 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Ansatz der primären DNA-Vervielfältigung 

mittels RCA und anschließender Detektion mittels PCR gewählt, da eine NGS-

Plattform nicht zur Verfügung stand.  
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4. Systematik der Bovidae 

Die äußerst vielfältige Familie der Hornträger (Bovidae) gehört zur Ordnung der 

Paarhufer (Artiodactyla) und zur Unterordnung der Wiederkäuer (Ruminantia). 

Eine der beiden Unterfamilien, die Antilopinae gliedert sich in neun verschiedene 

Tribus, wohingegen die Unterfamilie Bovinae nur drei Tribus umfasst (Groves and 

Grubb, 2011). Von den diversen Gattungen sollen nachfolgend nur ausgewählte 

Spezies der Gattungen Bos, Bubalus, Capra und Ovis näher erläutert werden 

(Abbildung 5), da diese besonders in Regionen mit niedrigen Dickdarmkrebs-

inzidenzen für die Milch- und/oder Fleischgewinnung gehalten werden und in 

Bezug auf die „BMMF-Hypothese“ von Interesse sind. 

Familie Unterfamilie Tribus Gattung Spezies 

Bovidae Bovinae Bovini Bos Bos taurus – Hausrind  

    Bos indicus – Zebu  

    Bos grunniens – Hausyak  

    Bos bonasus – Wisent 

    Bos gaurus – Gaur 

    Bos javanicus – Banteng 

    Bison bison – Amerikanischer Bison 

   Bubalus Bubalus bubalis – Hausbüffel 

    Bubalus depressicornis – Tiefland-Anoa 

    Bubalus quarlesi – Berg-Anoa 

 

 

 

 

 

 

 

 Antilopinae Caprini Capra Capra hircus – Hausziege  

    Capra ibex – Alpensteinbock 

    Capra falconeri – Schraubenziege 

   Ovis 

 

Ovis aries – Hausschaf 

    Ovis nivicola – Schneeschaf 

    Ovis canadensis – Dickhornschaf 

Abbildung 5: Vereinfachte Darstellung der inneren Systematik der Familie Bovidae mit zwei 

Unterfamilien und ausgewählten Gattungen und Spezies. Diese Abbildung soll zu einem besseren 

Verständnis der taxonomischen Eingruppierung der in dieser Arbeit thematisierten Spezies 

beitragen. Sie erhebt keinen Anspruch auf Vollständigkeit, insbesondere in Bezug auf die Auflistung 

domestizierter Spezies und ihrer Wildformen.  
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4.1. Europäisches Hausrind (Bos primigenius f. taurus) 

Das domestizierte europäische Hausrind (Bos primigenius f. taurus) stammt vom 

bereits ausgestorbenen Auerochsen (Bos primigenius primigenius) ab. Heute wird 

angenommen, dass es während des Neolithikums zur unabhängigen Domestikation 

von zwei verschiedenen Auerochsenpopulationen kam, aus denen sich die heutigen 

taurinen und zebuinen Rinder entwickelten. Aus Auerochsen im Nahen Osten 

gingen vor rund 10.500 Jahren die taurinen, oder buckellosen Rinder hervor 

(Bradley et al., 1996, MacHugh et al., 1997, Helmer et al., 2005). Diese frühen 

taurinen Rinder breiteten sich Richtung Südwesten und Westen aus und etablierten 

sich im europäischen Raum. Im Laufe ihrer Domestikation kam es zur 

Hybridisierung domestizierter Rinder und wilder europäischer Auerochsen, was 

vermutlich zu einer besseren Anpassung an regionale Umweltbedingungen und zur 

Diversität der heutigen Rinderrassen beitrug (Schibler et al., 2014, Cubric-Curik et 

al., 2021). Heute leben taurine Rinder in unzähligen Ländern weltweit und dienen 

der Erzeugung von Milch, Fleisch und Tierhäuten. Die gezielte Selektion auf 

ausgewählte Merkmale brachte regional verschiedenste Phänotypen hervor 

(Hiemstra et al., 2010). 

4.2. Zebu (Bos primigenius f. indicus) 

Namensgebend für die Zebus, oder auch Buckelrinder, ist der auf dem Widerrist 

befindliche Buckel, der aus dem vergrößerten Musculus rhomboideus besteht 

(Abbildung 6). Zebus entstanden durch Domestikation wilder Auerochsen (Bos 

primigenius namadicus) im Nordwesten des indischen Subkontinents vor ca. 9000 

Jahren (Ajmone-Marsan et al., 2010). Entlang der menschlichen Wander- und 

Handelsrouten breiteten sich die Zebus nach Afrika, China und Südostasien aus. Im 

19. und 20. Jh. wurden einige Zeburassen zunächst nach Süd-, später nach 

Nordamerika eingeführt und dort mit taurinen Rassen gekreuzt (Mukasa-Mugerwa, 

1989, Ajmone-Marsan et al., 2010, Felius et al., 2014). Außerhalb Indiens und 

Pakistans, wo der Großteil der gehaltenen Rinder reinrassige Zebus sind, ist der 

genetische Zebueintrag in Rinderpopulationen Brasiliens, Chinas, Südostasiens, 

Zentral- und Ostafrikas besonders hoch (Decker et al., 2014, Manomohan et al., 

2021). 

In Indien allein werden ca. 37 verschiedene Zeburassen wie etwa Gir, Haryana und 

Ongole als Arbeitstiere und zur Milchgewinnung gehalten (Government of India, 

2020). Zebus und Zebukreuzungen spielen als Fleisch- und Milchlieferanten auch 
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in vielen süd- und nordamerikanischen Ländern sowie in Teilen Afrikas eine 

bedeutende Rolle (Cunha et al., 1963, Haile et al., 2011, Menezes et al., 2014). 

Abbildung 6: Fotografie indischer Buckelrinder/Zebus (Bos primigenius f. indicus). Die Fotos der 

Abbildungen 6-11 können lizenzfrei von der folgenden Homepage genutzt werden: 

https://pixabay.com/de/ 

4.3. Sanga-Rinder 

Die Entstehungsgeschichte der afrikanischen Rinder ist nicht eindeutig geklärt. 

Zwei mögliche Theorien über ihre Entstehung werden in der Literatur diskutiert. 

Ursprünglich wurde davon ausgegangen, dass es neben den bereits beschriebenen 

Domestikationsereignissen im Nahen Osten und auf dem indischen Subkontinent 

zu einer dritten, unabhängigen Domestikation der Auerochsen in Nordafrika kam 

(Grigson, 1991). Spätere genetische Analysen wiesen jedoch darauf hin, dass 

sowohl die Vorfahren afrikanischer als auch europäischer Rinder in der Region des 

Fruchtbaren Halbmondes anzusiedeln sein könnten (Bradley et al., 1996). Moderne 

SNP (Single nucleotide polymorphism) -Array-Analysen stützen die Vermutung, 

dass es nach Einwanderung domestizierter tauriner Rinder nach Afrika zur 

Hybridisierung mit wilden lokalen Auerochsen kam (Pitt et al., 2019). Um 1500 

vor Christus und später mit der arabischen Invasion gelangten Zebus nach Afrika, 

die ebenfalls mit den taurinen Rassen gekreuzt wurden (Mukasa-Mugerwa, 1989, 

Loftus et al., 1994). Vom Norden ausgehend verbreiteten sich die Rinder über den 

Kontinent hinweg und in unterschiedlichen Regionen entwickelten sich 

verschiedene Sanga-Rassen. Diese findet man heute hauptsächlich in Ost-, Süd- 
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und Zentralafrika (Mwai et al., 2015). Eine dieser Sanga-Rassen ist das Watussi-

Rind (Abbildung 7), das zu den Ankolerindern gehört. Ankolerinder dienen in 

Afrika der Gewinnung von Milch, Fleisch und Blut (Mbuza, 1995, Taye et al., 

2017).  

Abbildung 7: Gruppe von Watussi-Rindern (Ankolerinder) mit den typisch langen Hörnern. Quelle: 

https://pixabay.com/de/ (Nutzung lizenzfrei) 

4.4. Wasserbüffel (Bubalus arnee f. bubalis) 

Die heute domestizierten Wasserbüffel (Bubalus arnee f. bubalis) (Abbildung 8) 

stammen von der asiatischen Wildform des Wasserbüffels (Bubalus arnee) ab und 

unterscheiden sich somit deutlich von den „eigentlichen Rindern“, die aus 

Auerochsen hervorgegangen sind. Die Wildform des Wasserbüffels kann in zwei 

verschiedene Populationen unterteilt werden, die sich geographisch unabhängig 

voneinander entwickelten (Kumar et al., 2007). Der Flussbüffel, der ursprünglich 

über den westlichen Teil des indischen Subkontinents verbreitet war, wurde vor ca. 

6300 Jahren domestiziert (Colli et al., 2018, Sun et al., 2020). Der Sumpfbüffel 

wiederum, der in der Grenzregion Chinas und Indochinas vor etwa 3000-7000 

Jahren domestiziert wurde, ist heute hauptsächlich in östlicheren Regionen zu 

finden, die sich von Bangladesch bis zum Yangtse-Tal in China erstrecken (Zhang 

et al., 2011, Wang et al., 2017). Nach der Domestikation verbreiteten sich die 

Nachkommen der Sumpfbüffel immer weiter innerhalb Chinas und im 

südostasiatischen Raum, während die Abkömmlinge der Flussbüffel weit nach 
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Westen bis nach Südeuropa und Nordafrika vordrangen (Colli et al., 2018). Obwohl 

der Großteil der Wasserbüffel heute immer noch in Asien lebt, sind verschiedenste 

Rassen in Ländern aller Kontinente zu finden (Borghese, 2005, Zhang et al., 2020). 

Wasserbüffel, deren Zahl in den letzten Jahrzehnten deutlich angestiegen ist, haben 

weltweit eine große ökonomische Bedeutung und werden als Rohstofflieferanten 

und Arbeitstiere genutzt. Indien und Pakistan stellen die Top-Produzenten von 

Wasserbüffelmilch dar und auch in einigen europäischen Ländern werden steigende 

Tierzahlen und Milchmengen verzeichnet, da sich die aus Büffelmilch gewonnenen 

Produkte wie Mozzarella immer größerer Beliebtheit erfreuen (Cockrill, 1977, 

Pasha and Hayat, 2012, Hegde, 2019). 

Abbildung 8: Fotografie asiatischer Wasserbüffel (Bubalus arnee f. bubalis). Sie verdeutlicht das 

enge Zusammenleben von Tier und Mensch in vielen asiatischen Familien, für die die Tiere häufig 

das größte Kapital darstellen (Luo et al., 2020). Quelle: https://pixabay.com/de/ (Nutzung lizenzfrei) 

4.5. Yak (Bos mutus f. grunniens) 

Die genaue Entwicklungsgeschichte des Yaks (Abbildung 9) ist bis heute nicht 

eindeutig geklärt. Yaks und Rinder trennten sich vermutlich vor ca. 4,9 Millionen 

Jahren in zwei eigenständige Spezies auf (Qiu et al., 2012). Fossile Funde deuten 

darauf hin, dass die Vorfahren der wilden Yaks (Bos mutus) im späten Tertiär vor 

etwa 2,5 Millionen Jahren im nordöstlichen Eurasien weit verbreitet waren. Es wird 

angenommen, dass die Domestikation der wilden Yaks durch nomadisch lebende 

Bevölkerungsgruppen vor ca. 7300 Jahren auf der Qinghai-Tibet-Hochebene 
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stattgefunden hat (Qiu et al., 2015). Vom Hochland Tibets ausgehend verbreiteten 

sie sich in alle Himmelsrichtungen und besiedelten weitere Regionen Asiens, 

vornehmlich Höhenlagen zwischen 2000 und 5000 Metern (Wiener et al., 2003). 

Mitte des 19. Jh. wurden einige Yaks nach Europa und Nordamerika gebracht, um 

in zoologischen Einrichtungen gehalten oder mit lokalen Rinderrassen gekreuzt zu 

werden (Wiener et al., 2003). 

Die größten Yak-Bestände sind in verschiedenen Provinzen Chinas, in Tibet und 

der Mongolei zu finden. Yaks werden vor allem als Lastentiere genutzt und sind 

daher für nomadisch lebende Bevölkerungsgruppen unverzichtbare Nutztiere. 

Neben Fleisch und Milch werden besonders das Fell und die Häute der Tiere 

verwertet (Olsen, 1990, Wiener et al., 2003). Um das Yak-Management und die 

Produktivität der Tiere zu optimieren, werden diese, vor allem in niedrigeren 

Höhenlagen, schon seit Jahrhunderten mit heimischen taurinen Rinderrassen 

hybridisiert (Medugorac et al., 2017).  

Abbildung 9: Fotografie zweier Yaks (Bos mutus f. grunniens), die den nomadisch lebenden 

Bevölkerungsgruppen hauptsächlich als Lastentiere dienen. Quelle: https://pixabay.com/de/ 

(Nutzung lizenzfrei)  
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4.6. Hausziege (Capra aegagrus f. hircus) 

Die heutigen Hausziegen (Abbildung 10) stammen von wilden Bezoarziegen 

(Capra aegagrus) ab, die während des Neolithikums vor ca. 10.500 Jahren im 

fruchtbaren Halbmond des Nahen Ostens domestiziert wurden (Zeuner, 1963, 

Porter, 1996, Naderi et al., 2008). Obwohl dieses Ereignis in derselben Epoche 

stattfand wie die Domestikation der Rinder, stellt die der Ziegen vermutlich die 

früheste Form der Viehzucht dar (Zeder, 2008). DNA-Analysen deuten darauf hin, 

dass es bei den wilden Vorgängern vermutlich mindestens drei genetisch getrennte 

Ziegenpopulationen gegeben haben muss, die sich im Laufe der Domestikation 

immer mehr vermischten. Schwache phylogeographische Strukturen der heutigen 

Hausziegen weisen auf einen hohen Genfluss hin und lassen zudem darauf 

schließen, dass Ziegen seit ihrer Domestikation in hohem Maße interkontinental 

verbracht wurden und eine wichtige Rolle bei Kolonialisierungen, Migrationen und 

im Handel gespielt haben müssen (Porter, 1996, Luikart et al., 2001, Zeder et al., 

2006).  

Besonders in ländlichen und wirtschaftlich weniger entwickelten Regionen sichert 

die Ziegenhaltung der Bevölkerung den Zugang zu Milch und Fleisch. Weltweit 

wurden in den letzten Jahrzenten steigende Tierzahlen verzeichnet, wobei die 

größten Ziegenpopulationen in Asien und Afrika zu finden sind (Gilbert et al., 2018, 

Miller and Lu, 2019). 

Abbildung 10: Eine Ziegenherde (Capra aegagrus f. hircus) beim Grasen auf der Weide. Quelle: 

https://pixabay.com/de/ (Nutzung lizenzfrei) 
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4.7. Hausschaf (Ovis aries) 

Die genaue Abstammung der heutigen Hausschafe (Abbildung 11) ist nicht 

vollends geklärt. Obwohl angenommen wird, dass wilde asiatische Mufflons die 

Vorfahren der domestizierten Schafe repräsentieren (Pedrosa et al., 2005), herrscht 

in der Literatur teils Uneinigkeit bzgl. der Nomenklatur. Daher wird hier der 

Einfachheit halber für das Hausschaf der wissenschaftliche Name Ovis aries 

verwendet, ohne dabei Bezug auf die Wildform zu nehmen.  

Abbildung 11: Domestizierte Schafe (Ovis aries) der Rassen Coburger Fuchsschaf (links) und 

Walliser Schwarznasenschaf (rechts). Quelle: https://pixabay.com/de/ (Nutzung lizenzfrei) 

Der Ursprung der Gattung Ovis ist in Vorderasien anzusiedeln. Untersuchungen 

mitochondrialer DNA weisen auf mehrere genetisch unterschiedliche 

Abstammungslinien hin, aus denen unsere heutigen Hausschafe hervorgegangen 

sind (Hiendleder et al., 2002, Pedrosa et al., 2005, Zeder et al., 2006). Daher wird 

angenommen, dass es zu verschiedenen Zeitpunkten zu unabhängigen 

Domestikationsereignissen kam, die vermutlich vor rund 10.500 Jahren ebenfalls 

im Fruchtbaren Halbmond stattfanden und genau wie die der Ziegen eine der 

frühesten Formen der Viehhaltung darstellen (Zeder, 2008). Archäologische Funde 

stützen die Vermutung, dass sich die ersten Domestikationen in den Regionen 

Mesopotamien, Zentral-Anatolien und dem Zāgros-Gebirge ereigneten. (Luikart et 

al., 2001, Zeder et al., 2006). 
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Heute findet man Schafe in unzähligen Ländern aller Kontinente. Sie werden 

vielseitig genutzt und dienen der Produktion von Milch, Fleisch, Wolle und 

Tierhäuten. Die weltweite Schafmilchproduktion ist in den vergangenen Jahrzenten 

deutlich angestiegen und nimmt weiter an Bedeutung zu (Pulina et al., 2018). 

Hierbei stellen nach Angaben der Food and Agriculture Organization of the United 

Nations (FAO) China und die Türkei die größten Produzenten dar. In Ländern des 

Nahen Ostens und südlich der Sahara gelten Schafe ebenfalls als unverzichtbare 

Nahrungsquelle und Rohstofflieferanten (Timon and Hanrahan, 1986, Zygoyiannis, 

2006, Pulina et al., 2018).  
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III. ZIELSETZUNG DER ARBEIT 

Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene Tierspezies innerhalb der Familie Bovidae 

auf das Vorkommen bestimmter BMMF-DNA und CRESS-DNA-Viren zu 

untersuchen. Dabei wurden ausschließlich Spezies inkludiert, die in verschiedenen 

Regionen weltweit der Fleisch- und Milchproduktion dienen. Da bereits Analysen 

von Proben europäischer Rinder vorliegen, lag der Schwerpunkt dieser Arbeit auf 

anderen Spezies als Bos taurus. Von besonderer Bedeutung waren dabei diejenigen 

Tierarten, die in Ländern mit niedrigen Darm- und/oder Brustkrebsinzidenzen 

genutzt werden. Die Untersuchung von Milch- und Blutproben ermöglichte eine 

Aussage über die Empfänglichkeit der verschiedenen Arten gegenüber einer 

Infektion mit den „Erregern“ und gibt Hinweise auf das Vorkommen in deutschen 

Herden. Da die untersuchten Tierspezies vielerorts als Nahrungsquelle dienen, 

können die gewonnenen Daten dazu beitragen, die postulierte Korrelation zwischen 

dem Verzehr dieser Tierprodukte und einem erhöhten Krebsrisiko näher zu 

beleuchten. Des Weiteren wurden Milchproben aus dem Einzelhandel untersucht, 

um eine Aussage darüber treffen zu können, inwieweit eine Erhitzung der Milch im 

Rahmen der molkereitechnischen Bearbeitung Einfluss auf die Detektion kleiner 

zirkulärer Einzelstrang-DNA hat. 

Da besonders die BMMF eine neuartige und nicht näher klassifizierte 

„Erregergruppe“ darstellen, war ein weiteres Ziel die Isolierung bisher unbekannter 

BMMF-Isolate und deren detaillierte Genomanalyse, um zu einem besseren 

Verständnis potenzieller Risiken für den Konsumenten beizutragen. Im Sinne des 

gesundheitlichen Verbraucherschutzes liefert die vorliegende Arbeit erste Daten, 

die als Basis für eine Risikobewertung herangezogen werden können. Bereits im 

Jahr 2019 hatte das Bundesinstitut für Risikobewertung (BfR) in einer Stellung-

nahme auf die unzureichende Datenlage hingewiesen.  
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V. BISHER UNVERÖFFENTLICHTE DATEN – PROBEN 

WEITERER RINDERSPEZIES 

In den beiden vorgestellten Publikationen wurde das Vorkommen von BMMF in 

Wasserbüffel-, Schaf- und Ziegenmilch untersucht. Doch noch weitere Spezies 

spielen in Ländern mit niedrigen Krebsinzidenzen bei der Versorgung der Bevöl-

kerung mit Milch und Fleisch eine wichtige Rolle. Um die Frage zu klären, ob die 

im westeuropäischen Raum als exotisch geltenden Rinderspezies nicht tauriner 

Herkunft ebenfalls potenzielle BMMF-Träger darstellen könnten, wurden 

insgesamt 60 Proben von Zebus (n=23), Yaks (n=5), Wasserbüffeln (n=4) und 

Watussi-Rindern (n=28) aus neun deutschen Zoos und Tierparks auf BMMF-DNA 

untersucht. Da diese Tiere nicht gemolken werden, musste auf anderes Material 

zurückgegriffen werden. In Anlehnung an die bereits im Literaturteil erwähnten 

Arbeiten von Harald zur Hausen und Kollegen wurden Blut- und Serumproben 

verwendet. Frisches EDTA-Blut wurde im Rahmen der jährlichen Routine-

Blutentnahmen für die BHV1-Diagnostik entnommen. Bei den Seren handelte es 

sich um tiefgekühlte Rückstellproben, die zum Teil bis zu 10 Jahre alt waren. Die 

neun Zoos bzw. Tierparks wurden anonymisiert mit den Buchstaben A-I benannt 

und die einzelnen Proben mit einer individuellen Kennzeichnung versehen (Tabelle 2).  

Die 60 Proben von verschiedenen Zoos und Tierparks wurden gekühlt (EDTA-Blut 

n=24) oder gefroren (Serum n=36) innerhalb von 24 Stunden zum Lehrstuhl für 

Hygiene und Technologie der Milch geschickt. Gekühltes EDTA-Blut wurde in vier 

verschiedene Fraktionen (Vollblut, Leukozyten, Blutplasma, Blutzellen) separiert. 

Die DNA-Extraktion und anschließende RCA der Proben erfolgte nach demselben 

methodischen Vorgehen, wie zuvor in den Publikationen beschrieben. Alle RCA-

Produkte wurden mittels PCR auf das Vorkommen von BMMF-Elementen 

untersucht. Im Falle positiver PCR-Reaktionen, die Banden auf der zu erwartenden 

Höhe lieferten, wurden diese aus dem Gel ausgeschnitten, die DNA aufgereinigt 

und nach erfolgreicher Klonierung sequenziert (methodische Details und 

Informationen zu den Sequenzanalysen siehe Publikationen I und II „Methods“). 

Bei der Untersuchung der Blut- und Serumproben von Zebus, Watussi-Rindern, 

Wasserbüffeln und Yaks konnten 3 der insgesamt 60 Proben in einem ersten PCR-

Screening positiv getestet werden. Der Einsatz eines Primer-Paares für den 
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Nachweis von BMMF 1-DNA resultierte bei zwei Yak-EDTA-Blutproben vom 

Standort H (75.Y, 76.Y) in der Amplifikation von BMMF-ähnlichen Fragmenten. 

Durch den Einsatz von Ringschluss-Primern gelang allerdings nur bei einem der 

beiden Tiere der Nachweis eines vollständigen zirkulären Genoms. Zusätzlich 

wurde aus einer einzelnen Wasserbüffel-EDTA-Blutprobe (122.WB) aus der Herde G 

eine vollständige zirkuläre Sequenz isoliert. Somit konnten insgesamt in 2 von 60 

Einzeltierproben „exotischer“ Rinderspezies zirkuläre Gesamtgenome detektiert 

werden, die bei näherer Charakterisierung starke Ähnlichkeiten zu bekannten 

BMMF-Isolaten aufweisen. 

Tabelle 2: Auflistung der neun Standorte und des jeweils eingesendeten Probenmaterials. 

Standort Spezies Anzahl Probenmaterial Positive Tiere 
Proben-Kennung 

positive Tiere 

A Watussi 2 Serum 0 – 

B 
Yak 1 EDTA-Blut 0 

– 
Zebu 2 EDTA-Blut 0 

C Watussi 2 EDTA-Blut 0 – 

D Watussi 11 Serum 0 – 

E Zebu 2 EDTA-Blut 0 – 

F 
Zebu 13 Serum 0 

– 
Watussi 9 Serum 0 

G 
Yak 1 EDTA-Blut 0 – 

Wasserbüffel 4 EDTA-Blut 1 122.WB 

H Yak 3 
2x EDTA-Blut, 

1x Serum 
2 

75.Y, 

76.Y 

I 
Watussi 4 EDTA-Blut 0 

– 
Zebu 6 EDTA-Blut 0 

Gesamt  60  3  
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VI.  DISKUSSION 

1. BMMF in Probenmaterial unterschiedlicher Spezies 

Den Ausgangspunkt für die vorliegende Dissertationsschrift bildet die von Harald 

zur Hausen formulierte Hypothese, dass die verhältnismäßig hohen Dickdarm- und 

Brustkrebsinzidenzen in westlichen Industrienationen im Zusammenhang mit der 

Aufnahme von Milch und Fleisch von Rindern tauriner Abstammung stehen (zur 

Hausen and de Villiers, 2015). Diese Hypothese basiert vor allem darauf, dass in 

Ländern, die im Gegensatz zur westlichen Hemisphäre vorwiegend „exotische“ 

Rinderarten wie Yak, Zebu oder Wasserbüffel nutzen, die Inzidenzen für die zuvor 

genannten Krebsarten auffallend niedrig sind. Aus Proben taurinen Ursprungs 

wiederum konnten die sogenannten BMMF isoliert werden, die seither in Verdacht 

stehen, an einer indirekten Karzinogenese und weiteren humanen Erkrankungen 

beteiligt zu sein (de Villiers et al., 2019, de Villiers and zur Hausen, 2021). 

Die von zur Hausen und Kollegen aufgestellte Hypothese ist sowohl spannend als 

auch gewagt. Einerseits gilt es zu bedenken, dass Gesundheitsdaten in den 

Entwicklungs- und Schwellenländern in niedrigerem Umfang erhoben werden, als 

dies in den westlichen Industrienationen der Fall ist, sodass ein Vergleich der 

beiden Datensätze nur bedingt möglich ist. Andererseits wurden mit der Isolierung 

der BMMF tatsächlich neuartige Agenzien identifiziert, die möglicherweise nicht 

nur mit einer indirekten Karzinogenese, sondern auch mit weiteren häufig 

vorkommenden Zivilisationskrankheiten der westlichen Welt in Zusammenhang 

stehen könnten. Grundsätzlich fehlten allerdings bisher aussagekräftige 

Vergleichsdaten zum BMMF-Vorkommen bei „exotischen“ Rinderarten, die ein 

wesentlicher Baustein für die Untermauerung der oben genannten Hypothese sind. 

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals grundlegende Datensätze zum 

Vorkommen von BMMF in „exotischen“ Rindern und weiteren lebensmittel-

liefernden Tieren wie Schafe und Ziegen generiert. 

1.1. Milchproben von Wasserbüffeln, Schafen und Ziegen 

Bei der Untersuchung von Einzelgemelksproben von in Deutschland lebenden 

Wasserbüffeln konnten zirkuläre DNA-Moleküle isoliert werden, die den bereits 

beschriebenen BMMF-Gruppen von Harald zur Hausen zugeordnet werden 
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können. In 16 von insgesamt 30 untersuchten Milchproben wurden 20 BMMF 1- 

als auch BMMF 2-ähnliche Isolate und zusätzlich ein Gemycircularvirus 

nachgewiesen. Durch in silico-Analysen konnten bei den Isolaten ein Replikase-

kodierender ORF und zum Teil weitere hoch konservierte Strukturen identifiziert 

werden, die charakteristisch für BMMF 1-Moleküle sind (s. Publikation I). Die 

beprobten Tiere waren klinisch unauffällig und stammten aus zwei verschiedenen 

Herden mit Weidezugang an unterschiedlichen Standorten. Beide Herden 

umfassten nach dem PCR-Screening sowohl BMMF-positive als auch -negative 

Individuen. 

Die Produktion von Wasserbüffelmilch spielt in vielen asiatischen Ländern neben 

der von Kuhmilch eine bedeutende Rolle. In Indien und Pakistan – Länder, in denen 

vergleichsweise niedrige Inzidenzen von Brust- und Darmkrebs feststellbar sind – 

werden die größten Mengen Wasserbüffelmilch produziert und konsumiert (Ferlay 

et al., 2020, FAO). Da alle in Europa gehaltenen Wasserbüffel von asiatischen 

Wasserbüffeln abstammen, die auf dem indischen Subkontinent domestiziert und 

gezüchtet wurden (Zhang et al., 2020), lässt sich mit Hilfe der hier erhobenen Daten 

zeigen, dass die Spezies Bubalus arnee f. bubalis als Träger von BMMF fungiert 

und diese somit potenziell auf den Menschen übertragen könnte. Obwohl die 

Untersuchung von nur zwei Herden nicht ausreichend ist, um eine umfassende 

Prävalenzsituation abzubilden, konnte zweifelsfrei gezeigt werden, dass im 

Gegensatz zu der von zur Hausen aufgestellten Theorie BMMF auch in der Milch 

von Wasserbüffeln in einem nicht unerheblichen Umfang vorkommen. 

Einschränkend muss allerdings angemerkt werden, dass für diese Arbeit keine 

Proben von Wasserbüffeln aus den ursprünglichen Verbreitungs- oder 

Zuchtgebieten wie Indien und Pakistan zur Verfügung standen. Daher bleibt die 

Frage offen, ob die episomalen BMMF-Elemente über die ursprünglichen 

Importtiere nach Deutschland gebracht oder ob sie am Standort Deutschland 

erworben wurden. Bisher gibt es keine ausreichenden Informationen darüber, wo 

BMMF ursprünglich zu finden und welche Formen der Übertragung möglich sind. 

Die Übertragungswege und welche Spezies als ursprüngliche Wirte angesehen 

werden könnten, sind auch bei einigen CRESS-DNA-Viren bis dato nicht sicher 

geklärt. Der kürzliche Fund eines neuen Gemykrogvirus, sowohl bei Wasserbüffeln 

als auch bei Schafen eines landwirtschaftlichen Betriebes in der Schweiz, lässt 

vermuten, dass diese Erreger zwischen verschiedenen Spezies übertragen werden 
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können (Lechmann et al., 2021). Interessanterweise waren einige BMMF-Isolate 

aus den zwei hier untersuchten Wasserbüffelherden nahezu identisch, obwohl die 

Tiere mehrere hundert Kilometer getrennt voneinander gehalten wurden. Diese 

Genome zeigten zudem große Homologien (nahezu 100 %) zu einigen aus 

Kuhmilch isolierten BMMF-Molekülen. Eine mögliche Erklärung dafür wäre eine 

BMMF-Übertragung von infizierten europäischen Rindern anderer Höfe auf 

Wasserbüffel durch Vektoren. Der Eintrag über solche Vektoren wie blutsaugende 

Insekten oder Zecken, die für die Übertragung vieler Infektionserreger 

verantwortlich und nachweislich Träger von diversen CRESS-DNA-Viren sind 

(Rosario et al., 2012a, Waits et al., 2018, Kraberger et al., 2019), scheint durchaus 

möglich, wurde bisher jedoch noch nicht untersucht. Da fast alle in Deutschland 

gehaltenen Wasserbüffel von wenigen nach Europa importierten Tieren 

abstammen, wäre eine vertikale Übertragung der BMMF-Elemente von den 

Elterntieren auf deren Nachkommen ebenfalls denkbar. Weitere Studien zum 

Vorkommen von BMMF bei Rindern unter Einbeziehung der Verwandtschafts-

beziehungen und der Genetik wären daher wünschenswert.  

Als weitere, in der Hypothese von zur Hausen und Kollegen nicht berücksichtigte 

Spezies, wurden im Rahmen dieser Arbeit zusätzlich Schafe und Ziegen untersucht. 

Diese werden weltweit in bedeutender Zahl gehalten und für die Milch- und 

Fleischgewinnung genutzt (Dubeuf et al., 2004, Zygoyiannis, 2006), wobei 

Pakistan zu den Top 10 Produzenten von Ziegenmilch zählt (FAO). Bei der 

Untersuchung von Schafmilch konnten in zwei von fünf Herden Genomovirus-

positive Tiere detektiert werden. Das Screening zeigte deutlich, dass nie alle Schafe 

einer Herde positiv waren, sondern nur einzelne Individuen. Der prozentuale Anteil 

positiver Tiere war bei den Schafen jedoch erheblich geringer (11 % aller 

untersuchten Tiere) als bei den Wasserbüffeln (53 % aller untersuchten Tiere). Aus 

der Ziegenmilch gelang bei keiner der drei untersuchten Herden ein Nachweis 

vollständiger zirkulärer Genome.  

Neben den individuellen Einzelgemelken wurde Schaf- und Ziegenmilch aus dem 

Einzelhandel getestet, wobei hier in 50 % aller untersuchten Proben entweder 

BMMF- oder CRESS-DNA nachgewiesen wurde. Im Unterschied zu der Analyse 

auf Einzeltierebene wurden bei der Ziegenmilch aus dem Supermarkt interessanter-

weise aus 4 von 6 Proben zirkuläre BMMF-Genome isoliert (Abbildung 12). 

Ähnliches konnte bei der Beprobung eines Milchschafbetriebes festgestellt werden: 
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20 untersuchte Tiere dieses Betriebes wurden negativ getestet. Im Gegensatz dazu 

befanden sich in einer aus dem Einzelhandel erworbenen Sammelmilch desselben 

Betriebes vollständige zirkuläre BMMF-Elemente. Diese, sich grundsätzlich 

widersprechenden Befunde, werfen natürlich einige Fragen auf. Prinzipiell wäre es 

möglich, dass BMMF mit der Milch nicht kontinuierlich, sondern intermittierend 

ausgeschieden werden. Positive, aber intermittierend ausscheidende Tiere, die nur 

zu einem einzigen Zeitpunkt beprobt wurden, könnten somit unentdeckt bleiben. 

Folglich besteht die Möglichkeit, dass die 20 Schafe zu einem „falschen“ Zeitpunkt 

getestet wurden, an dem keine BMMF-Ausscheidung nachweisbar war. Interessant 

wären in diesem Zusammenhang weitere Studien, in denen die Tiere zu 

unterschiedlichen Laktationszeitpunkten mehrfach beprobt werden. So stünden 

aussagekräftige Daten zur BMMF-Infektion und -Ausscheidung zur Verfügung.  

 

Abbildung 12: Vergleichende Darstellung der Diskrepanz zwischen dem PCR-Screening zum 

Nachweis von DNA-Fragmenten (Fr) und dem finalen Nachweis von vollständigen zirkulären 

Genomen (FL). Auf der X-Achse sind die verschiedenen Spezies aufgetragen, die Y-Achse zeigt die 

Anzahl der untersuchten Tiere bzw. der getesteten Milchsorten aus dem Einzelhandel. In Rot und 

Grün sind jeweils die negativ und positiv getesteten Proben dargestellt. 

Da in der vorliegenden Arbeit allerdings nur ein Teil der gesamten Schafherde 

beprobt wurde, könnten ebenso die nicht untersuchten Schafe den Eintrag in die 

Milch verursacht haben. Es wäre auch denkbar, dass eine Herde wenige 

„Superausscheider“ beherbergt, die große Mengen BMMF-DNA sezernieren und 

trotz des Verdünnungseffektes der Herdensammelmilch zu einer nachweislichen 
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Kontamination der Tankmilch führen. Eine mögliche „Verunreinigung“ der 

Sammelmilch mit BMMF zu einem späteren Zeitpunkt (z. B. innerhalb der 

Molkerei) wäre ebenso eine plausible Erklärung für das oben beschriebene 

Szenario. 

Obwohl die Isolierung von vollständigen BMMF-Genomen aus Schaf- und 

Ziegenmilch in deutlich geringerem Ausmaß gelang als aus Wasserbüffelmilch, 

konnte trotzdem erstmals gezeigt werden, dass BMMF auch in diesen Tierarten 

verbreitet zu sein scheinen. Die Empfänglichkeit von Schafen und Ziegen für 

BMMF verdeutlicht, dass die DNA-Elemente scheinbar in sehr viel mehr Spezies 

vorkommen als bislang angenommen. Allerdings standen auch in dieser Unter-

suchungsreihe keine Proben von Tieren aus Ländern mit niedrigen Brust- oder 

Darmkrebsinzidenzen zur Verfügung und es bleibt daher unklar, ob sich das 

BMMF-Vorkommen innerhalb der Tierpopulation in den Herkunftsländern ähnlich 

verhält wie in deutschen Herden. 

Der Nachweis von BMMF aus technologisch verarbeiteten Milcherzeugnissen, den 

bereits zur Hausen und Kollegen für Kuhmilch erbracht haben (de Villiers et al., 

2019), konnte mit den hier durchgeführten Untersuchungen der Schaf- und 

Ziegenmilch aus dem Einzelhandel bestätigt werden. Jedoch gibt es bisher keine 

Informationen darüber, ob der Grad der Wärmebehandlung oder eine Veränderung 

im Fettgehalt eine Auswirkung auf den BMMF-Nachweis hat. Daher wurden 

verschiedene Milchtypen wie ultrahocherhitzte Milch (UHT), Extended-Shelf-

Life-Milch (ESL) und klassisch kurzzeiterhitzte Milch der Spezies Rind 

(unveröffentlichte Daten), Schaf und Ziege aus dem Einzelhandel untersucht. Dabei 

schien weder die Art des Herstellungsprozesses noch der Fettgehalt einen Einfluss 

auf die Detektierbarkeit von BMMF zu haben, da bei allen Herstellungsvarianten 

vollständige zirkuläre BMMF-Genome nachgewiesen werden konnten. Auch 

andere Publikationen deuten darauf hin, dass weitere Maßnahmen wie Trocknung, 

Erhitzung oder Fermentation keinen Einfluss auf die Detektion von BMMF zu 

haben scheinen (de Villiers et al., 2019, Pohl et al., 2022). 

Der in dieser Arbeit erbrachte Nachweis von BMMF in allen drei boviden Spezies, 

die in Deutschland für die Milchgewinnung von Bedeutung sind, zeigt eindeutig, 

dass zumindest in Mitteleuropa diese Faktoren nicht wie ursprünglich propagiert 

nur bei taurinen Rindern vorkommen. 
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1.2. Blutproben weiterer exotischer Rinderspezies 

Zur Abrundung der Untersuchungsreihe wurden zudem Blut- und Serumproben 

von in deutschen Zoos und Tierparks lebenden Zebus, Watussi-Rindern, Yaks und 

Wasserbüffeln untersucht (s. Kapitel V). Bei der Analyse dieser Proben gelang die 

Isolierung vollständiger, zirkulärer BMMF-ähnlicher Isolate aus einem Yak und 

einem Wasserbüffel. Bis auf einen weiteren Yak konnten bei den restlichen Tieren 

– insbesondere den Zebus und Watussi-Rindern – weder Full-length-Genome noch 

BMMF-DNA-Fragmente nachgewiesen werden. Aufgrund der geringen Anzahl 

untersuchter Herden sind valide Rückschlüsse auf die tatsächliche BMMF-

Verbreitung allerdings nur bedingt möglich.  

Es besteht die Möglichkeit, dass die untersuchten Zebu- und Watussi-Herden nicht 

infiziert waren und daher eine Detektion von BMMF oder CRESS-DNA unmöglich 

war. Die Ergebnisse könnten andererseits auch darauf hindeuten, dass Zebus und 

Watussi-Rinder per se tatsächlich nicht empfänglich für eine Infektion mit BMMF 

oder CRESS-DNA-Viren sind, da sie sich genetisch von den empfänglichen 

Rinderspezies unterscheiden. Diese Tatsache würde demnach die „BMMF-

Hypothese“ von zur Hausen stützen. Wie in VI. 2. noch detaillierter diskutiert, 

könnten aber auch methodische Gründe ursächlich sein. So reduziert der Einsatz 

spezifischer Primer die Bandbreite detektierbarer DNA-Elemente und könnte daher 

zu falsch negativen Ergebnissen geführt haben. Schlussendlich ist nicht 

auszuschließen, dass der Zeitpunkt der Blutentnahme in einer Latenz-ähnlichen 

Periode der BMMF-Infektion stattgefunden haben könnte und somit ein „Erreger“-

Nachweis nur schwer möglich gewesen wäre. 

Grundsätzlich bleibt aber festzuhalten, dass sowohl im Tierartvergleich und 

innerhalb der Herden als auch bei der Untersuchung der beiden Probenmatrizes Blut 

und Milch ein starker Unterschied in der Häufigkeit des BMMF-Nachweises zu 

beobachten ist. Es stellt sich daher die Frage, ob es zwischen den Spezies oder sogar 

den Individuen möglicherweise genetische Unterschiede gibt, die eine Aufnahme 

oder Weitergabe der BMMF begünstigen oder verhindern. Dies könnte in Studien, 

die das Genom positiver und negativer Tiere miteinander vergleichen, abgeklärt 

werden, um so eine plausible Erklärung dafür zu finden, weshalb nicht alle Tiere 

der untersuchten Milchvieh-Herden infiziert waren oder warum der BMMF-

Nachweis aus Zebus und Watussi-Rindern bisher gar nicht gelang. Einige Studien 

belegen, dass die Empfänglichkeit für Vektor-übertragene Infektionen innerhalb 
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verschiedener bovider Spezies und Rassen sehr stark variiert und genetisch bedingt 

ist (Murray et al., 1984, Kemp et al., 1996). Eine potenzielle genetische BMMF-

Resistenz könnte somit auch in Bezug auf die bereits diskutierte Übertragung durch 

Vektoren von Bedeutung sein. 

2. Kritische Bewertung der eingesetzten Methoden 

2.1. RCA 

Die RCA bietet bei der Suche nach kleinen zirkulären ssDNA-Molekülen große 

Vorteile und erleichtert deren Detektion auch bei niedriger Abundanz. Durch den 

Einsatz dieser Technik ist die Entdeckung einer Vielzahl bisher unbekannter 

Genome in beeindruckender Geschwindigkeit vorangeschritten (Dean et al., 2001, 

Rosario et al., 2012b). Neben diesen Errungenschaften stellt die RCA Wissen-

schaftler jedoch auch vor neue Herausforderungen und Fragen (Johne et al., 2009). 

Aufgrund der vermuteten geringen Abundanz der Ziel-DNA wurden im Rahmen 

dieser Studie alle DNA-Proben vor dem PCR-Screening der RCA unterzogen, um 

gezielt zirkuläre DNA zu vervielfältigen. Sowohl beim Screening der Wasser-

büffelproben als auch bei dem der Schafe und Ziegen fiel auf, dass der Nachweis 

vollständiger, zirkulärer Genome bei deutlich weniger Tieren gelang als die 

Detektion kurzer BMMF- oder CRESS-DNA-ähnlicher Fragmente (Abbildung 12). 

Diese Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass es bei der RCA nicht nur zur 

Amplifikation zirkulärer DNA kommt, sondern zusätzlich kurze subgenomische 

Nebenprodukte entstehen können. Bei der Detektion dieser Nebenprodukte in der 

anschließenden Screening-PCR könnte fälschlicherweise der Eindruck erweckt 

werden, es handle sich um positive Proben mit den gesuchten vollständigen, 

zirkulären DNA-Elementen. Unterzieht man die bei dem Screening gefundenen 

Fragmente einer Datenbanksuche (NCBI), so werden immer wieder hoch homologe 

Treffer für verschiedene Acinetobacter baumannii und andere bakterielle Plasmide 

angezeigt. Diese Sequenzhomologien wurden bereits beschrieben (zur Hausen et 

al., 2017). Allerdings sind viele der genannten Plasmide deutlich länger als die 

gesuchten BMMF-Elemente, sodass eine eindeutige Zuordnung auf Basis kurzer 

Fragmente aus der Screening-PCR nicht sicher möglich ist. Demnach ist es von 

entscheidender Bedeutung, wann ein Tier oder Lebensmittel als „positiv“ 

kategorisiert wird. Reicht der Nachweis kurzer genomischer Fragmente von 

wenigen 100 Basenpaaren aus oder muss ein vollständiges zirkuläres Genom 
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isoliert werden? Aufgrund der obigen Überlegungen zur Ähnlichkeit der BMMF 

mit bakteriellen Plasmiden erscheint es geboten, ein Tier erst dann als BMMF-

positiv zu kategorisieren, wenn ein vollständiges zirkuläres Genom isoliert werden 

konnte. 

Eine weitere Herausforderung bei der Anwendung der RCA stellt die Reproduzier-

barkeit der Ergebnisse dar. Nach wiederholter RCA einiger Milchproben kam es 

bei den Untersuchungen teilweise zu unterschiedlichen Ergebnissen. War 

beispielsweise nach erstmaliger RCA der Nachweis eines bestimmten vollständigen 

BMMF-Genoms aus einer Milchprobe möglich, so kam es in einigen wenigen 

Fällen vor, dass nach Wiederholung der RCA derselben Probe bei gleichem 

Vorgehen dieser Nachweis nicht mehr möglich war. Dieses Phänomen könnte darin 

begründet liegen, dass die zirkulären ssDNA-Elemente durch das Auftauen und 

Wiedereinfrieren der Probe instabil werden. Käme es durch die Lagerung und 

Handhabung der Proben zu Strangbrüchen innerhalb der gesuchten DNA-Genome, 

könnte dies ebenfalls eine mögliche Begründung für den Nachweis von DNA-

Fragmenten in der PCR sein, ohne dass ein vollständiger Ringschluss generiert 

werden konnte. Zur Abklärung einer möglichen Instabilität der zirkulären DNA 

könnten multimodale chromatographische Verfahren dienen, bei denen potenziell 

entstandene DNA-Fragmente ihrer Länge nach aufgetrennt werden. Da die Ziel-

DNA im Probenmaterial allerdings in einem Hintergrund aus genomischer DNA 

vorliegt, könnten diese Verfahren nur mit Hilfe zirkulärer Kontroll-DNA 

vergleichbarer Größe durchgeführt werden (Matos et al., 2014). 

2.2. PCR versus NGS 

In der vorliegenden Arbeit erfolgte der DNA-Nachweis ausschließlich mittels PCR. 

Aufgrund der Abhängigkeit von Primern, die auf bereits publizierten Genom-

Sequenzen basieren, können so nur Genome detektiert werden, die mit den 

bekannten Isolaten Ähnlichkeiten aufweisen. Der Einsatz von Primern, die 

sogenannte Wobble-Basen enthalten, kann diesen Effekt abmildern, jedoch nicht 

vollständig ausschließen. Um ein potenziell breiteres BMMF- und CRESS-DNA-

Spektrum zu detektieren, wäre eine Analyse der Proben mittels NGS von Vorteil. 

NGS-basierte Methoden werden bereits in vielen Studien erfolgreich eingesetzt, um 

CRESS-DNA-Viren in verschiedensten Matrizes wie beispielsweise tierischem 

Serum, Kot und Abwasser nachzuweisen (Kraberger et al., 2015, Steel et al., 2016, 

Tochetto et al., 2020). Die Proben können entweder direkt in der 



VI. Diskussion     77 

 

Sequenzierreaktion eingesetzt oder durch einen Amplifikationsschritt (z. B. RCA) 

vorbereitet werden. Grundsätzlich bietet die Anwendung der NGS-Technologie die 

Möglichkeit, Genome unabhängig von bekannten Sequenzen zu erfassen und zu 

assemblieren. Die Geräteausstattung ist jedoch sehr kostspielig und spezialisierten 

Laboren mit hochqualifizierten und erfahrenen Mitarbeitern vorbehalten. Ein 

Nachteil dieser Technologie ist darin zu sehen, dass Sequenzen, die im 

Probenmaterial mit niedriger Abundanz vorkommen, unzureichend oder nicht 

vollumfänglich erfasst werden und somit bei der Assemblierung von BMMF- und 

CRESS-DNA-Gesamtgenomen verloren gehen (Barzon et al., 2011, Cheval et al., 

2011, Datta et al., 2015). 

3. Abschließende Betrachtung und Ausblick 

Spätestens seit der Isolierung und Beschreibung der Sphinx 1.76- und Sphinx 2.36-

DNA aus prionenhaltigem Material (Manuelidis, 2011) wird zum einen die 

„Protein-only-Hypothese“ von Stanley Prusiner hinterfragt (Prusiner, 1982), zum 

anderen wurde eine potenzielle neue Erregergruppe beschrieben, zu der die BMMF-

Sequenzen deutliche Ähnlichkeiten aufweisen.  

Bei der Fülle der verschiedenen BMMF-Isolate und CRESS-DNA-Viren, die in den 

letzten Jahren in diversen Probenmaterialien nachgewiesen werden konnte, scheint 

die ursprüngliche Hypothese einer obligaten Pathogenität nicht mehr haltbar. 

Neben den hier vorgestellten Untersuchungsergebnissen, die sich mit dem 

Nachweis von BMMF und CRESS-DNA befassen, zeigt auch eine weitere aktuelle 

Studie, dass BMMF scheinbar deutlich weiter verbreitet sind als ursprünglich 

angenommen. Bei der Untersuchung von diversem tierischen und pflanzlichen 

Material konnten BMMF-ähnliche Fragmente nachgewiesen werden, die große 

Homologien zu Molekülen aufweisen, die bereits aus Kuh- und Wasserbüffelmilch 

isoliert wurden (Pohl et al., 2022). Somit scheint die Aufnahme von BMMF durch 

unterschiedlichste Nahrungsmittel möglich. Es ist allerdings nicht auszuschließen, 

dass bestimmte BMMF-Varianten, die eventuell in einigen Tierspezies oder 

Regionen gehäuft vorkommen, ein Risiko für die menschliche Gesundheit 

darstellen. Hinweise auf eine mögliche Pathogenität der BMMF wurden erst 

kürzlich bei immunhistochemischen Untersuchungen von humanem Kolongewebe 

gesunder und an Dickdarmkrebs erkrankter Probanden erhalten. Hierbei wurde 

mittels monoklonaler Antikörper das BMMF 1-Rep-Antigen in deutlich größerem 
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Ausmaß in der Lamina propria von erkrankten, als von gesunden Personen 

detektiert. Zudem konnten massive Entzündungsreaktionen in den betroffenen 

Darmarealen nachgewiesen werden (Bund et al., 2021). 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die ursprüngliche Hypothese zum 

ausschließlichen Vorkommen von BMMF in taurinen Rindern zweifelsfrei 

widerlegt werden. Die hier erhobenen und vorgestellten Daten belegen, dass neben 

taurinen Rindern auch Wasserbüffel, Schafe, Ziegen und Yaks für eine Infektion 

mit BMMF empfänglich sind. Im Hinblick auf den hohen methodischen Aufwand 

zum Nachweis vollständiger zirkulärer DNA-Sequenzen wäre es mittelfristig ein 

wünschenswertes Ziel, alternative Detektionssysteme zu etablieren, die methodisch 

einfacher und schneller durchzuführen sind als DNA-basierte Verfahren. Eine 

mögliche Strategie wäre ein antikörperbasierter Nachweis BMMF-assoziierter 

Replikasen im Western-Blot oder ELISA. Diese weniger aufwendigen Techniken 

ermöglichen die Untersuchung großer Probenzahlen und liefern gleichzeitig 

Informationen über die Replikation der BMMF in den betroffenen Tieren. 

Voraussetzung für den Rep-Nachweis auf Proteinebene ist allerdings die 

Generierung Rep-spezifischer Antikörper. Ein weiterer potenzieller Ansatz wäre 

die Etablierung einer Serodiagnostik basierend auf der Prämisse, dass die BMMF-

assoziierte Replikase möglicherweise eine Antikörperantwort im betroffenen Tier 

auslöst. Voraussetzung für dieses Vorgehen wäre die rekombinante Expression der 

BMMF-Replikase. Derartige Methoden würden es zudem erlauben, ein 

umfassenderes Verständnis für die Biologie dieser neuartigen DNA-Elemente zu 

gewinnen. Auf die Notwendigkeit weiterer Forschungsarbeiten zu diesem Thema 

hatte auch bereits das BfR in einer Stellungnahme von 2019 hingewiesen (BfR and 

MRI, 2019). Erste Schritte zur Etablierung der obengenannten Strategien wurden 

bereits in die Wege geleitet.   
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VII. ZUSAMMENFASSUNG 

In den vergangenen zehn Jahren gelang dank neuer Techniken die Entdeckung einer 

Vielzahl neuer, potenziell pathogener CRESS-DNA-Viren und anderer bisher 

unbekannter ssDNA-Elemente. Im Hinblick auf die Lebensmittelsicherheit 

erlangten vor allem neuartige zirkuläre ssDNA-Elemente, sogenannte bovine meat 

and milk factors (BMMF), die aus Kuhmilch, -seren und Kuhmilchprodukten 

isoliert werden konnten, besondere Aufmerksamkeit. Diese vermeintlich nur in 

europäischen Rindern taurinen Ursprungs vorkommenden Moleküle gerieten auf 

Basis globaler epidemiologischer Studien in Verdacht, indirekt an der Entstehung 

humaner Erkrankungen wie Kolon- und Mammakarzinomen und Multipler 

Sklerose beteiligt zu sein. 

Um Klarheit über das Vorkommen dieser ssDNA-Elemente in anderen Spezies als 

Bos taurus zu erlangen, die weltweit ebenfalls der Gewinnung von Lebensmitteln 

dienen, wurden in der vorliegenden Arbeit individuelle Milchproben der Spezies 

Wasserbüffel (Bubalus arnee f. bubalis), Schaf (Ovis aries) und Ziege (Capra 

aegagrus f. hircus) und zusätzlich Schaf- und Ziegenmilch aus dem Einzelhandel 

untersucht. Bei der Untersuchung der Milch mittels PCR-basierter Techniken und 

anschließender Sequenzierung gelang erstmalig die Isolierung verschiedener 

BMMF-artiger DNA-Elemente aus allen drei Spezies. Insgesamt konnten aus 53 % 

der Wasserbüffelmilchproben vollständige zirkuläre Genome isoliert werden, 

wohingegen dies nur aus 11 % aller individuellen Schafmilchproben gelang. 

Während die Einzelgemelksproben der Ziegen negativ getestet wurden, konnten 

aus der Hälfte aller aus dem Einzelhandel stammenden Schaf- und 

Ziegenmilchproben BMMF-ähnliche Elemente isoliert werden. Des Weiteren 

standen Blutproben von Yaks, Zebus und Watussi-Rindern aus deutschen Zoos und 

Tierparks zur Verfügung. Im Blut dieser Spezies konnte lediglich bei einem Yak 

zirkuläre ssDNA nachgewiesen werden.  

Im Rahmen dieser Studie konnte somit gezeigt werden, dass BMMF in mehr 

boviden Spezies vorkommen, als ursprünglich angenommen. Ob diese DNA-

Elemente und CRESS-DNA-Viren Auswirkungen auf die Gesundheit von Tieren 

oder Menschen haben können, muss allerdings noch weiter erforscht werden.  
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VIII. SUMMARY 

Detection and characterization of circular single-stranded BMMF elements 

in dairy bovids 

Over the past decade, new techniques have enabled the discovery of a variety of 

novel, potentially pathogenic CRESS DNA viruses and other previously unknown 

ssDNA elements. In terms of food safety, novel circular ssDNA elements, so-called 

bovine meat and milk factors (BMMF), which could be isolated from cow milk, 

sera and cow milk products, received special attention. On the basis of global 

epidemiological studies, these molecules, which are supposed to be exclusively 

present in European cattle of taurine origin, are suspected of being indirectly 

involved in the development of human diseases such as colon and breast carcinomas 

and multiple sclerosis. 

To gain clarity on the occurrence of these ssDNA elements in species other than 

Bos taurus, which are also kept for food production worldwide, individual milk 

samples from the species water buffalo (Bubalus arnee f. bubalis), sheep (Ovis 

aries) and goat (Capra aegagrus f. hircus) and additionally sheep and goat milk at 

retail were investigated in this study. By PCR-based analyses of the milk and 

subsequent sequencing, the isolation of different BMMF-like DNA elements was 

achieved for the first time from all three species. In total, complete circular genomes 

could be isolated from 53 % of the water buffalo milk samples, whereas this was 

only possible from 11 % of all individual sheep milk samples. While the individual 

goat milk samples tested negative, BMMF-like DNA elements could be isolated 

from half of all sheep and goat milk samples at retail. Furthermore, blood samples 

from yaks, zebus and watussi cattle from German zoos were available. In the blood 

of these species, circular ssDNA was detected in one yak only.  

Overall, this study showed that BMMF are present in more bovid species than 

originally assumed. Whether these DNA-elements and CRESS-DNA-viruses can 

impact animal or human health still needs further research.  
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X. EINSENDER DES PROBENMATERIALS 

1. Blutproben 

Alle in dieser Doktorarbeit untersuchten Blutproben von Zebus, Watussi-Rindern, 

Wasserbüffeln und Yaks stammen von Tieren aus deutschen Zoos und Tierparks. 

Für das Entnehmen, Aliquotieren, Beschriften und Versenden der Proben geht mein 

herzlicher Dank an die/den: 

 Arche Warder und Frau Dr. Anabell Jandowsky 

 Tierpark Berlin, Herrn Dr. Andreas Pauly und Herrn Dr. Marco Roller 

 Tierpark Gera und Herrn Steffen Horn 

 Tierpark Hagenbeck und Herrn Dr. Michael Flügger  

 Wilhelma in Stuttgart und Herrn Dr. Tobias Knauf-Witzens 

 Zoo Dresden und Herrn Dr. Dimitri Widmer 

 ZOOM Erlebniswelt in Gelsenkirchen und Frau Dr. Pia Krawinkel 

 Zoologischen Stattgarten Karlsruhe und Frau Julia Heckmann 

 Zoo Stralsund und Herrn Dr. Christoph Langner 

Ich möchte mich bei allen beteiligten Einrichtungen und Personen ganz herzlich 

bedanken. Ohne ihre Unterstützung wäre meine Arbeit in dieser Form nicht 

realisierbar gewesen. 

2. Milchproben 

Alle untersuchten Milchproben wurden von deutschen Wasserbüffel-, Schaf- und 

Ziegenhaltern bei der regelmäßigen Melkroutine gewonnen. Bei allen Einsendern 

bedanke ich mich von ganzem Herzen für das Zusenden der Proben, da diese Arbeit 

ohne ihre Beteiligung und Mühe nicht in diesem Umfang zustande gekommen wäre  
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