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Zusammenfassung 

Das Afrikanische Schweinepestvirus (ASPV) ist ein wirtschaftlich wichtiger und in Haus- und 

Wildschweinen Hämorrhagie mit hoher Sterblichkeitsrate verursachender viraler Erreger. 

1921 erstmals in Kenia beschrieben, breitete sich die ASP seit 2007 auch über den 

Kaukasus, ins Baltikum (2014), weiter in europäische und asiatische Länder und seit 2020 

in Deutschland aus. Trotz der hohen genetischen Stabilität des Afrikanischen 

Schweinepestvirus (ASPV) wurden Genomvarianten identifiziert, bei denen Unterschiede 

in der Genexpression von Multigenfamilien (MGF) dominieren. Letzlich divergieren ASPV-

Stämme in ihrer Virulenz und verursachen akut-letale bis chronische Verläufe im Schwein. 

Aufgrund der enormen Komplexität des Virus und seiner vielfältigen 

Immunevasionsstrategien sind viele Mechanismen der Virus-Wirts-Interaktion, die zur 

Immunpathogenese beitragen, nicht ausreichend verstanden und erschweren somit die 

Impfstoffentwicklung. Dabei können virale Subversionsmechanismen der Wirtszelle die 

antivirale Immunantwort modulieren und stehen deshalb im Fokus dieser Arbeit. Zur 

Charakterisierung und mechanistischen Aufklärung dieser ASPV-spezifischen 

Immunsubversionsmechanismen wurden primäre porzine Monozyten von Hausschweinen 

mit hochvirulentem (Armenia) und natürlich-attenuiertem (Estonia) ASPV infiziert. Die 

Resultate ergaben sowohl stammunabhängige als auch -abhängige Unterschiede in der 

Regulation myeloider Oberflächenmarker infizierter Monozyten. Insbesondere 

beobachteten wir eine stammunabhängige Suppression des Phagozytose-regulierenden 

CD172a und eine stammabhängige Regulation von porzinem MHC I (SLA I). Weitere 

Experimente zur Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen ergaben, dass zwar 

beide Stämme die Oberflächenexpression von CD172 unterdrücken, jedoch nur Armenia-, 

im Gegensatz zu Estonia-infizierten Monozyten, eine reduzierte Recyclingrate sowie eine 

Abspaltung (Shedding) von CD172a von der Zelloberfläche zeigten. Dies lässt vermuten, 

dass die Virus-vermittelte Suppression von CD172a der beiden ASPV-Stämme auf 

unterschiedlichen Subversionsmechanismen beruht. Reinfektionsexperimente und 

molekularbiologische Untersuchungen belegten zudem, dass das abgespaltene 

Oberflächen-CD172a der Armenia-infizierten Monozyten mit einer gesteigerten 

Infektionsrate einhergeht, dies ist wahrscheinlich das Ergebnis (entweder direkt oder 
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indirekt) einer Komplexbildung zwischen dem virulenten Armenia-Virus und löslichem 

CD172a. 

Im Gegensatz dazu resultierte die Infektion von Monozyten mit Armenia, jedoch nicht mit 

Estonia, in einem deutlichen Oberflächenverlust von porzinem SLA I, welches für die 

Antigenpräsentation gegenüber CD8+ T-Zellen essentiell ist. Weitere Versuche zeigten 

einen Reifungsdefekt von SLA I, der mit dem Abbau funktioneller ER-Strukturen und der 

Induktion von ER-Stress in Armenia-infizierten Monozyten in Zusammenhang stand. 

Gleichzeitig wurde eine deutlich reduzierte Überlebensfähigkeit Armenia-infizierter 

Monozyten beobachtet, die mit einem Verlust mitochondrialer Funktionen und der Bildung 

von Aggresomen aus fehlgefalteten Proteinen im Zytoplasma einherging. Vertiefende 

Analysen dazu zeigten einen Caspase-3 aktivierten Zelltodmechanismus und ein 

infektionsbedingtes, progressives Abschalten der Proteintranslation in Armenia-infizierten 

Zellen.  

Um einen möglichen Zusammenhang zwischen den beobachteten 

Subversionsmechanismen und der Expression bestimmter viraler MGF-Gene zu finden, 

wurden weitere ASPV-Stämme in die Untersuchungen zur CD172a- und SLA I-

Oberflächenexpression einbezogen. Ähnlich wie Armenia zeigte sich auch für die Stämme 

NHV und OURT88/3 eine deutliche Reduktion der SLA I-Oberflächenlevel, auch wenn diese 

in vivo gering-virulent sind. Andererseits zeigte das hochvirulente Benin97/1-Isolat im 

Gegensatz zu Armenia keine SLA I-Subversion, sondern ähnlich wie nach Estonia-Infektion 

kaum veränderte SLA I-Level, was vermuten lässt, dass der SLA I Subversionsmechanismus 

nicht alleinig den Virulenzgrad der ASPV-Stämme bestimmt. Ein direkter Genomvergleich 

identifizierte verschiedene Mitglieder der MGF110- und MGF505-Gene als möglicherweise 

beteiligte virale Genkandidaten. Im Gegensatz hierzu ergaben sich keine detektierbaren 

Unterschiede bei den Analysen zur Oberflächensuppression von CD172a innerhalb der 

verwendeten Isolate, wie bereits bei Armenia und Estonia Infektion beobachtet. 

Interessanterweise beobachteten wir dabei das Vorhandensein von MGF110-14 als eine 

genomische Gemeinsamkeit, die für die generelle Oberflächenreduktion von CD172a, 

zusätzlich zu anderen Genen, die ein Shedding und die Armenia-spezifische Interaktion 

bestimmen könnten, verantwortlich sein könnte. 

Insgesamt zeigen die Resultate dieser Arbeit erstmals, dass das virulente ASPV Armenia, 

anders als das attenuierte ASPV Estonia, einen ausgeprägten Funktions- und 
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Vitalitätsverlust in seinen primären Zielzellen (z. B. Monozyten) bewirkt. Die gesteigerte 

Infektiosität, Induktion von zellulärem Stress und Beeinträchtigung der SLA I-vermittelten 

Antigenpräsentation werden in infizierten Schweinen eine entscheidende Rolle in der 

Virus-Verbreitung und der Immunevasion spielen. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass 

die Befunde dieser Arbeit neue und vertiefte Einblicke in die zellulären Mechanismen der 

SLA I- und CD172a-Subversion im Zusammenhang mit der Immunevasion durch hoch-

virulentes ASPV Armenia und attenuiertes ASPV Estonia gibt und zudem wichtig für das 

bessere Verständnis der ASP-Immunpathogenese sind. 
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Summary 

African Swine Fever Virus (ASFV) is an economically important emerging viral pathogen that 

causes hemorrhagic disease with high case fatality rates in domestic pigs and wild boar. 

First described in Kenya in 1921, ASF has been spreading across the Caucasus since 2007, 

and more recently into the Baltic States (2014), further into European and Asian countries, 

and into Germany (since 2020). Despite the high genetic stability of ASFV, genome variants 

have been identified, and these predominantly show differences in gene expression from 

multigene families (MGFs). Ultimately, ASFV strains also vary in their virulence and can 

cause disease courses in pigs that range from acute-lethal to chronic. Due to the enormous 

complexity of the virus and its diverse immune evasion strategies, many of the virus-host 

interaction mechanisms that contribute to immunopathogenesis are poorly understood, 

and this complicates vaccine development. In particular, viral subversion mechanisms of 

the host cell can modulate the antiviral immune response and are therefore the focus of 

this work. In order to characterize and elucidate in-depth mechanistic details of ASFV-

specific immune subversion mechanisms primary porcine monocytes from domestic pigs 

were infected with either highly virulent (Armenia) or naturally-attenuated (Estonia) strains 

of ASFV. The results revealed both strain-independent and strain-dependent differences in 

the regulation of myeloid surface markers. Specifically, we observed strain-independent 

suppression of phagocytosis-regulating CD172a and strain-dependent regulation of 

porcine-specific MHC I (SLA I). Further experiments investigating the underlying 

mechanisms revealed that, while both strains suppress surface expression of CD172, 

Armenia-infected, but not Estonia-infected, monocytes showed a reduced recycling rate 

for CD172a, as well as shedding of CD172a from the cell surface. This suggests that virus-

mediated suppression of CD172a by these two ASFV strains is due to different subversion 

mechanisms. Reinfection experiments combined with molecular biological analyses further 

demonstrated that soluble CD172a from Armenia-infected monocytes is associated with 

increased infection rates, and that this is likely a result (either directly or indirectly) of 

complex formation between the virulent Armenia virus and soluble CD172a. 

In contrast to CD172a, which was regulated in a strain-independent manner, only Armenia-

infected, but not Estonia-infected, monocytes revealed a marked loss of porcine-specific 

MHC I (SLA I), which is important for antigen presentation to CD8+ T cells. Further 
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experiments demonstrated a maturation defect of SLA I that was related to the 

degradation of functional ER structures and the induction of transient ER stress in Armenia-

infected monocytes. At the same time, a marked loss of viability of these Armenia-infected 

monocytes was detected, which was accompanied by the loss of mitochondrial function 

and the formation of unfolded protein-containing aggresomes in the cytoplasm. In-depth 

analyses indicated a caspase-3 activated cell death mechanism and showed a progressive 

infection-induced silencing of protein translation in Armenia-infected cells.  

To verify a possible correlation between the described subversion mechanisms and the 

expression of specific MGF genes, additional differentially virulent ASFV strains were 

included in the SLA I and CD172a surface expression studies. Similar to Armenia, although 

low virulent in vivo, the strains NHV and OURT88/3 showed a significant downregulation of 

SLA I. On the other hand, unlike Armenia, the highly virulent Benin97/1 isolate showed a 

lack of SLA I subversion, as seen for Estonia, which indicates that this SLA  I subversion 

mechanism alone does not determine the virulence of the ASFV strain. A genome 

comparison identified several members of the MGF110 and MGF505 gene families as 

potentially being involved. In contrast, there were no differences in suppression of CD172a 

surface expression observed among the ASFV strains as already seen for Armenia und 

Estonia. Interestingly, we observed the presence of MGF110-14 as a genomic commonality 

that could be responsible for the overall downregulation of surface-bound CD172a, besides 

the Armenia-specific shedding and virus-CD172a-interaction which could be due to other 

genes. 

Overall, the results of this thesis show that Armenia, unlike Estonia, causes significant loss 

of function and viability in its primary target cells (i. e. monocytes). The increased 

infectivity, induction of cell stress, and impairment of SLA I-mediated antigen presentation 

play a critical role in virus dissemination and immune evasion by ASFV in infected pigs. In 

summary, these results provide new insights into mechanisms of SLA I and CD172a 

regulation in the context of immune evasion by highly virulent Armenia and naturally 

attenuated Estonia strains, and thereby advance our understanding ASFV 

immunopathogenesis. 
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Abkürzungsverzeichnis 

µg Mikrogramm 
ΔCD2v Deletion des viralen CD2v 
A647/ A488 Alexa Fluor™ 647/488 
Abb. Abbildung 
ADCC Antibody-dependent cellular cytotoxicity 
AG Antigen 
Ak Antikörper 
APC Antigen-präsentierende Zelle 
APC Allophycocyanin 
ASPV Afrikanische Schweinepest Virus 
ATF4 Activating transcription factor 4 
BCR B cell receptor 
BFA Brefeldin A 
BiP Binding immunoglobulin protein 

BV421/ 510 Brilliant Violet™ BD 

Bzw. Beziehungsweise 
CCCP 2-[2-(3-Chlorophenyl) hydrazinylyidene] propanedinitril 
CHOP C/EBP homologous protein  
CHX Cycloheximid 
Cln Chloroquin A 
CXCL10 C-X-C motif chemokine 10 
COP II Coatomer protein complex II 
Cy7® Tandem-Farbstoff Cyanin 7 
DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
DDIT3 DNA damage-inducible transcript 3 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DPBS Dulbecco's Phosphate-Buffered Solution 
ECL Elektrochemilumineszenz 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 
EndoH Endoglykosidase H 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
ERGIC ER–Golgi intermediate compartment 
FACS Fluorescence Activated Cell Sorting 
FCS Fetal Calf Serum, Fetales Kälberserum 
FITC Fluorescein 
FSC Forward Scatter oder Vorwärtsstreuung 
g Gravitationskonstante 
GFP Green fluorescence protein (grün-fluoreszierendes Protein) 
H2O Wasser 
HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl) piperazin-1-yl] ethansulfonsäure 
h Hours, Stunden 
hpi Hours post infection, Stunden nach Infektion 
HRP Horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase 
IF Immunfluoreszenz 
IFNα/ IFNβ Interferon alpha/ beta 
IgG Immunglobulin 
IL Interleukin 
IMDM Iscove's Modified Dulbecco's Medium 
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IRF3 Interferon regulatory factor 3 
ISG Interferon-stimulated gene 
ITIM Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif 
Ø/ K Kontrolle 
KCl Kaliumchlorid 
kDa Kilo-Dalton 
KHCO3 Kaliumhydrogencarbonat 
KSP Klassische Schweinepest 
LVR Left variable region 
MAMP Microbe-associated molecular pattern 
MECL-1 Multicatalytic endopeptidase complex like 1 
MFI mean fluorescence intensity, Mittlere Fluoreszenzintensität 
MGF Multigenfamilien, multigene family 
MHC I/ II Major Histocompatibility complex I/ II 
min Minute 
mM/ µM/ nM Milli-/ Mikro-/ Nanomolar 
MMP Mitochondriales Membranpotential 
MTOC Mikrotubuli-organisierendes Zentrum 
NaCl Natriumchlorid 
Na2HPO4 Natriumhydrogenphosphat 
NaN3 Natriumazid 
NCLDV Nucleocytoplasmic large DNA virus 
NLR Nod-like-Receptor 
NPC-1 Niemann-Pick Typ C1 
ORF Open reading frame 
P/ S Penicillin/ Streptomycin 
PAMP Pathogen-associated molecular pattern 
PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell,  

Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes 
PBS Phosphate-Buffered Saline, Phosphat-gepufferte Lösung 
PE Phycoerythrin 
pEGFP Plasmid (p) mit gesteigerter (enhanced) grüner Fluoreszenz 

(GFP) 
PerCP-Cy5.5 Peridinin-Chlorophyll-Cyanin5.5 
PFA Paraformaldehyd 
PI Propidiumiodid 
PI3K Phosphoinositid 3-Kinase 
PLC Peptide-loading complex 
PNGase F Peptid -N-Glykosidase F 
PRR Pattern recognition receptor 
rpGM-CSF Rekombinant pozines GM-CSF (granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor) 
RT Raumtemperatur 
qRT-PCR real-Time quantitative reverse-transcription PCR  
sCD172 Soluble CD172a, lösliches CD172a 
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
siRNA Small interfering RNA 
SLA  swine leukocyte antigen 
SSC Side Scatter oder Seitwärtsstreuung 
s.u./ o. Siehe unten/ oben 
Tabelle Tabelle 
TBK1 TANK-binding kinase 1 
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TEM Transmissionselektronenmikroskopie 
TAP1/ 2 Transporter associated with antigen processing;  

Antigenpeptid-Transporter 
TCR T cell receptor 
TLR Toll-like receptor 
TPN TAP-associated glycoprotein 
UE Untereinheit 
üN über Nacht 
UPR Unfolded protein response 
UPS Ubiquitin-Proteasom-System 
ÜS/ sn Überstand, supernatant 
WB Western Blot 
WST-1 Water Soluble Tetrazolinium, (2-(4-Jodphenyl)-3-(4-

nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium-Na-Salz) 
β-ME β-Mercaptoethanol 
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1. Einleitung 

1.1  Grundlagen des Immunsystems 

Das Immunsystem ist ein komplexes Abwehrsystem, zu dem eine Reihe von Zellen, 

Molekülen und Prozessen gehören, die den Wirt vor Mikroorganismen, wie Bakterien, 

Pilzen, Parasiten oder Viren schützen [1]. Dazu zählen Immunzellen und lymphatische 

Gewebe, die im gesamten Organismus verteilt sind [2,3]. Physiologische und chemische 

Barrieren ermöglichen die Erkennung und Eliminierung von Krankheitserregern [1,4]. Man 

unterscheidet die humorale von der zellulären Immunität, die im engen Zusammenspiel 

miteinander eine protektive Immunabwehr bewirken [5,6]. Faktoren der humoralen Abwehr 

(Antikörper, Zytokine und Komplementfaktoren) tragen dazu bei, dass Mikroorganismen 

von Antigen-präsentierenden Zellen (APCs) detektiert, phagozytiert und eliminiert werden 

können [1,7,8]. 

Die antimikrobielle Abwehr besitzt im Allgemeinen zwei unterschiedlich funktionierende 

Mechanismen: Die angeborene, innate und die erlernte, adaptive Immunabwehr [1]. Innate 

Immunabwehrmechanismen repräsentieren eine erste Antigen-unabhängige Abwehr, 

welche innerhalb weniger Stunden nach Antigenerkennung aktiv und essentiell für die 

Ausbildung der adaptiven Immunantwort ist [2,4,9]. Anders als die innate ist die adaptive 

Abwehr antigenspezifisch, erreicht jedoch eine effektive Reaktion erst nach einigen Tagen 

bei Ausbildung eines Immungedächtnisses [1,4–6]. Mit der Hilfe langlebiger Gedächtniszellen, 

die bei erneutem Kontakt rasch antigenspezifische Effektorfunktionen ausführen können, 

bildet das adaptive Immunsystem eine effektive und protektive Immunreaktion aus, die 

den Erfolg von Impfstoffen ausmacht [10,11]. 

 

1.1.1 Das innate und adaptive Immunsystem 

Zelluläre Elemente innater Abwehrmechanismen entstammen einer gemeinsamen, 

myeloischen Vorläuferzelle (common myeloid progenitor, CMP), aus der Mastzellen, 

Megakaryozyten, rote Blutkörperchen, sowie phagozytierende Zellen (Makrophagen, 

Granulozyten und dendritische Zellen (DCs)) hervorgehen [12,13]. Die Eliminierung von 

Pathogenen, Zelltrümmern und toten Zellen sowie die Sekretion proinflammatorischer 

Zyto- und Chemokine zur Rekrutierung und Aktivierung weiterer Immunzellen ist die 
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Aufgabe der Phagozyten [9,14]. Ihre Fähigkeit Zellen des adaptiven Immunsystems zu 

aktivieren ist verbunden mit ihren besonderen sensorischen Eigenschaften, denn sie 

nehmen kontinuierlich Antigene aus ihrer Umgebung auf und präsentieren prozessierte 

Peptidfragmente auf ihrer Oberfläche [1,15]. Professionelle innate APCs, wie DCs, 

Monozyten und Makrophagen präsentieren Antigene nicht nur über MHC Klasse I-, 

sondern auch über MHC Klasse II-Moleküle naiven T-Zellen [5,16]. Zur Aktivierung von T-

Zellen werden während der Antigenpräsentation drei Signale benötigt: Die Interaktion von 

Antigen (AG)-präsentierenden MHC-Molekülen mit dem T-Zell-Rezeptor (TCR), die 

Expression von kostimulatorischen Molekülen (CD80/ CD86) und die Zytokinexpression 

[15,16]. Die Sekretion von Zyto- und Chemokinen resultiert aus der Aktivierung von 

Signalkaskaden, ausgelöst durch die Erkennung von Gefahren-assoziierten molekularen 

Mustern (damage-associated molecular patterns, DAMPs) [17]. DAMPs beinhalten 

Pathogen- oder Mikrobiell-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular 

patterns (PAMPs)/ microbe-associated molecular patterns (MAMPs)), welche durch 

Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptor, PRRs), wie Toll-like-

Rezeptoren (TLRs) und Nod-like-Rezeptoren (NLRs) von APCs erkannt werden können [18,19]. 

Neben konventionellen APCs können auch die Lymphozytenpopulationen der γδ T- oder 

NK-Zellen Antigene präsentieren[20]. Beide Populationen kommen im Schwein 

vergleichsweise häufig vor [21–23] und können naive T-Zellen über die MHC II-abhängige 

Antigenpräsentation aktivieren [24]. 

Insgesamt werden die ersten Abwehrmechanismen des innaten Immunsystems 

hauptsächlich durch APCs und ihre PRRs induziert [9]. Durch die effiziente Internalisierung 

von Pathogenen und toten Zellen und der Integration von Gefahren- und 

inflammatorischen Signalen zur adäquaten Stimulation von T-Zellen steuern APCs 

maßgeblich Abwehrreaktionen des adaptiven Immunsystems [1,25]. 

Die spezifische Erregererkennung durch das adaptive Immunsystem bewirkt eine effektive 

Reaktion mit langanhaltendem Schutz, auch bei wiederholter Infektion [1,26]. Zu den 

zellulären Komponenten des adaptiven Immunsystems gehören T- und B-Zellen, wobei T-

Zellen im Thymus und B-Zellen im Knochenmark reifen [27]. Diese primären lymphatischen 

Organe sind Ort der Differenzierung und Proliferation von T- und B-Zellen, wohingegen 

sekundäre lymphatische Organe, wie z.B. Lymphknoten oder Milz, Orte der 

Antigenerkennung mittels APCs sind [28]. Während T-Zellen Antigene mit dem T-Zell-
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Rezeptor (T-cell receptor, TCR) erkennen, handelt es sich beim B-Zell-Rezeptor (B-cell 

receptor, BCR) um membranverankerte Immunglobuline (Ig) bzw. Antikörper (humorale 

Komponente) [6,29]. Aufgrund der MHC-Restriktion der T-Lymphozyten können diese über 

ihren TCR nur MHC-gebundene Antigene erkennen [15,16]. Die Rezeptordiversität von BCR 

und TCR, welche sich aus verschiedenen Genelementen bei der somatischen 

Rekombination zusammensetzen, ermöglicht die Pathogen-spezifische Reaktion von Seiten 

des adaptiven Immunsystems [29]. 

Innerhalb der T-Zellen können zwei Hauptpopulationen voneinander unterschieden 

werden: CD4+ T-Helferzellen und CD8+ zytotoxische T-Zellen (cytotoxic T-lymphocytes, 

CTLs) [29]. Die Differenzierung von naiven T-Zellen zu solchen Effektorzellen erfordert die 

Aktivierung durch APCs [15]. Während der immunologischen Synapse interagieren 

Adhäsionsmoleküle auf der Zelloberfläche beider Zellen und gewähren der T-Zelle die 

nötige Zeit, Signale der APC zu empfangen [1,5,6]. Eine lange Interaktion beider induziert 

auch die Bildung von T-Gedächtniszellen [30]. 

CD4+ T-Helferzellen umfassen unterschiedliche Subtypen (Th1, Th2, Th17, Treg), die sich 

anhand ihres Zytokinprofils funktionell unterscheiden [31]. Th1 aktivieren CD8+ T-Zellen 

durch Interferon-γ (IFN-γ), IL-1 und TNF-α, während Th2-Zellen B-Zellen aktivieren und IL-

4, IL-5, IL-6 und IL-10 sezernieren [31]. Regulatorische T-Zellen sind hingegen essentiell für 

die immunologische Toleranz und die Homöostase der Immunantwort [10,29]. 

Ähnlich zu NK-Zellen eliminieren CD8+ T-Zellen infizierte oder entartete Zellen und tragen 

wesentlich zur Infektionsabwehr bei [32]. Als CTLs setzen sie bei erneutem Antigenkontakt 

zytotoxische Granula frei, die über Poren-bildendes Perforin in die Zielzelle eindringen und 

Apoptose induzieren [27]. Zusätzlich können CTLs APCs durch die Sekretion von IFN-γ 

aktivieren, welche dann eine erhöhte MHC I-Expression aufweisen [33]. Die Negativselektion 

der T-Zellen im Thymus sorgt dafür, dass es keine für zelleigene Peptide spezifischen 

T-Zellrezeptoren gibt und nur körperfremde Peptide bspw. viralen Ursprungs durch T-

Zellen über MHC I erkannt werden [3,6].  

Die Aktivierung von B-Zellen erfolgt erst nach Bindung von Antikörper (Ak) und Antigen 

(Ag), woraufhin B-Zellen proliferieren, zu Plasmazellen differenzieren und Immunglobuline 

in löslicher Form sezernieren [5,29]. Diese Ak haben durch die Bindung von löslichen 

Proteinen, viralen Partikeln oder bakteriellen Toxinen eine opsonierende und 

neutralisierende Wirkung, bei der Pathogene dem innaten Immunsystem zugeführt 
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werden [29]. Phagozyten nehmen diese opsonierten Partikel auf, eliminieren sie und es 

kommt gleichzeitig zur Aktivierung des Komplementsystems [8,34]. Für diese spezifische 

Reaktion sind APCs verantwortlich, die nach Erkennung und Phagozytose des Antigens in 

der Peripherie zu sekundären lymphatischen Organen migrieren um dort T-Zellen kurze 

Peptidfragmente auf MHC-Molekülen zu präsentieren [25,29]. Dieser Prozess findet etwa 4-

10 Tage nach Infektion statt und ermöglicht die Ausbildung von Gedächtniszellen [25,30]. Das 

Immungedächtnis kann zentrale Memory T-Zellen und Effektor-Memory T-Zellen 

hervorbringen [26,30]. Während zentrale Gedächtniszellen bei Zweitkontakt mit dem Antigen 

in sekundären lymphoiden Organen verbleiben, besitzen Effektor-Memory-Zellen eine 

stärkere Migrationsfähigkeit, werden nach erneutem Antigenkontakt aktiviert und stellen 

eine Vielzahl an funktionsfähigen Effektor-T-Zellen am Infektionsort bereit [15,25,30]. 

Zellen des adaptiven Immunsystems sind insgesamt für das langanhaltende 

Immungedächtnis und die effiziente Ag-spezifische Immunabwehr verantwortlich, 

dennoch können diese nur nach Aktivierung durch Zellen des innaten Immunsystems, der 

„first line of defence“, ausgebildet werden. 

1.2  Prozesse der antiviralen Immunantwort 

1.2.1 Die frühe antivirale Immunantwort reguliert durch Zellen des 

innaten Immunsystems 

Als obligat intrazellulärer Parasit benötigen Viren die Wirtszelle für ihre Replikation und 

Verbreitung. Wie in Abschnitt 1.1 beschrieben, stellen die Zellen der innaten 

Immunabwehr die „first line of defense“. Dabei sind besonders Phagozyten, wie Monozyten 

und Makrophagen, von Bedetung, die mit einem großen Repertoire an PRRs, wie TLRs, RIG-I 

und NOD ausgestattet sind um Viren zu erkennen [19,35–37]. Ihre Fähigkeit, naive T-Zellen des 

adaptiven Immunsystems durch Antigenpräsentation zu aktivieren wird jedoch durch eine 

ASPV-Infektion beeinträchtigt [38], welches das Virus zur effizienten Replikation und 

Verbreitung aus seinen Wirtszellen nutzt um die antivirale Immunantwort zu umgehen 

[39,40]. TLRs sind nicht nur auf der Zelloberfläche, sondern auch in endosomalen Membranen 

lokalisiert und bilden Hetero- oder Homodimere Molekülstrukturen zur Erkennung 

spezifischer PAMPs (Abbildung 1.1). So binden die endosomalen TLRs (TLR3, TLR7, TLR8 

und TLR9) in spezifischer Weise virale Nukleinsäuren [18,19]. Während TLR 3 als auch TLR7/8 
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virale dsRNA bzw. ssRNA erkennen, zeigt TLR9 das Vorhandensein viraler dsDNA an [19,41]. 

Neben TLR9 kann dsDNA durch DAI, ein DNA-abhängiger Aktivator von Interferon und cGAS 

(cyclic GMP-AMP synthase), detektiert werden (Abbildung 1.1) [42]. Die Bindung von dsDNA 

und cGAS katalysiert die Synthese von zyklischem GMP-AMP (Guanosinmonophosphat-

Adenosinmonophosphat) Dinukleotid) (cGAMP) [43,44], welches wiederum STING 

(stimulator of interferon genes) als second messenger durch Oligomerisierung aus der ER-

Membran freisetzt. Der Einbau von STING in coatomer protein complex II (COPII) Vesikel 

ermöglichen den weiteren Transport über ERGIC (ER–Golgi intermediate compartment) 

und den Golgi-Apparat [41,44]. STING induziert weiterhin die Autophosphorylierung von 

TBK1 (TANK-binding kinase 1) und die Rekrutierung sowie Phosphorylierung von IRF3 

(interferon regulatory factor 3) [41,44]. IRF3 dimerisiert und transloziert in den Zellkern, wo 

es die Genexpression von Typ I Interferonen (IFN), IFN-stimulierten Genen (ISG) und vielen 

anderen inflammatorischen Mediatoren (TNF-α, IFN-γ, IL-12, IL-6), Chemokinen (MIP-1) 

und pro-apoptotischen Genen induziert 

 

Abbildung 1.1: Prozesse der antiviralen Abwehr durch APCs. Mithilfe eines großen Rezeptorrepertoirs sind 
Zellen des innaten Immunsystems in der Lage Viren zu erkennen. Dabei sind Toll-like-Rezeptoren (TLRs) 
intrazellulär in Endosomen lokalisiert (TLR-3, -7, -8, -9), wohingegen RIG-I, DAI oder cGAS zytosolisch 
lokalisiert sind und dsRNA, dsDNA oder ssRNA erkennen. Nach Erkennung viraler dsDNA durch cGAS und 
STING wird die Genexpression von IFN-stimulierten Genen (ISGs) im Zellkern induziert und 
proinflammatorische Zytokine sezerniert. Damit einher geht die verminderte Proteintranslation der Zelle, 
welche lytische Angriffe durch NK-Zellen begünstigt. Abbildung ist schematisch dargestellt mithilfe von 
Biorender. 
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[43,44]. Infolge dieser antiviralen IFN-Antwort der Zelle wird die zelleigene Proteinsynthese 

verringert und begünstigt insgesamt einen Angriff durch NK-Zellen [18,45] 

Weiterhin beschleunigen Komplementbestandteile und Ag-spezifische Antikörper die 

Eliminierung infizierter Zellen [29]. Durch Aktivierung des Komplementsystems einerseits 

und der Ak-abhängigen Aktivierung von Effektorzellen andererseits können infizierte Zellen 

abgetötet werden [18]. Bei der Antikörper-abhängigen zellulären Zytotoxizität (antibody-

dependent cellular cytotoxicity, ADCC) binden Ak an infizierte Zellen [18,35].  Dieser Komplex 

kann dann von Effektorzellen über Fcγ-Rezeptoren gebunden werden und ermöglicht einen 

engen Kontakt beider Zellen [1]. Trotzdem spielt die NK-Zell-abhängige Immunüberwachung 

eine wichtige Rolle als Warn und Abwehrsystem in viralen Infektionen [46]. Insgesamt 

zeichnet sich die antivirale Immunantwort durch die schnelle Aktivierung innater 

Immunzellen im Zusammenhang mit der Typ I IFN-Antwort und der Aktivierung der 

adaptiven Immunantwort aus.  

1.2.2 Prozesse der MHC I-abhängigen Antigenpräsentation 

Prozessierung intrazellulärer Proteine durch das Ubiquitin-Proteasom-System 

Peptide, die auf der Zelloberfläche von APCs durch MHC I oder MHC II präsentiert werden, 

müssen zunächst aus zytosolischen Proteinen prozessiert werden [29]. Diese Bereitstellung 

von Peptidantigenen übernimmt das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS), indem Proteine 

enzymatisch mit Ubiquitin markiert, vom Proteasom gebunden und anschließend 

fragmentiert werden [47]. Das Proteasom ist ein 26S-Proteinkomplex, der aus einer 

katalytisch-aktiven 20S- und zwei umliegenden regulatorischen 19S-Untereinheiten (UE) 

besteht (Abbildung 1.2) [47]. Letztere binden an α-UE der katalytischen UE und regulieren 

die Bindung von Substraten sowie die Entfaltung und Weitergabe des Substrats an die 

20S-Einheit [48]. Die zylinderförmige, katalytische 20S-UE setzt sich aus vier ringförmigen 

Strukturen, davon befinden sich im aktiven Zentrum zwei Ringe der β-UE und umliegend 

zwei Ringe der α-UE [49]. Durch die Anwesenheit von IFN-γ kommt es zur strukturellen 

Umlagerung des aktiven Zentrums [49,50], bei dem proteasomale β-UE (β1, β2 und β5) durch 

immunproteasomale Einheiten (β1i/ LMP2 (Low molecular mass protein), β2i/ MECL-1 

(Multicatalytic endopeptidase complex like 1) und β5i/ LMP7) ersetzt werden. Das daraus 

entstehende Immunoproteasom zeichnet sich durch eine erhöhte Prozessierungsrate und 

veränderte proteolytische Eigenschaften aus [49,50]. Die Proteolyse durch das UPS ist ein 



Einleitung 

 

15 

evolutionär stark konservierter Prozess, der innerhalb der zellulären Stressantwort für die 

Eliminierung von Pathogenen und die Bereitstellung von Peptiden zur Antigenpräsentation 

sorgt und bei Dysfunktionen auch Ursache für Krankheiten sein kann [51,52]. Ein weiterer 

Mechanismus des zytosolischen Proteinabbaus stellt die Autophagie dar. Dieser „Selbst-

Verdau“ ist abhängig von Protease-haltigen Lysosomen und Vesikeln, die einen geringen 

pH-Wert haben [47,49].  

 

Abbildung 1.2: Prozessierung intrazellulärer Peptide und MHC I-abhängige Beladung am PLC modifiziert 
nach [55]. Intrazelluläre bzw. virale Proteine werden vom Proteasom oder Immunoproteasom (1) 
enzymatisch in Peptide gespalten. Fragmente dieser Peptide werden mittels TAP (transporter associated with 
antigen processing) -Transporter, bestehend aus TAP1 und TAP2, ins Lumen des ER transportiert. Zusammen 
mit dem ER-residenten Tapasin sowie Calreticulin, ERp57 und PDI, bildet TAP den peptide loading complex 
(PLC), der die Beladung von MHC I-Molekülen mit Peptiden (2) steuert. Nach Bindung eines passenden 
Peptids an MHC I dissoziieren die PLC-UE und der MHC I-Peptidkomplex wird über den sekretorischen Weg 
über den Golgi-Apparat zur Plasmamembran transportiert. Auf der Zelloberfläche gebunden findet dort die 
Antigenpräsentation gegenüber CD8+ T-Zellen statt (3), die das MHC I-gebundene Peptid mittels T-Zell-
Rezeptor (TCR) erkennen (a) und mittels kostimulatorischer Moleküle (b) sowie Zytokinen (c) von der APC 
aktiviert werden. Schematische Darstellung wurde erstellt mit Biorender 
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Peptidbeladungskomplex und Antigenpräsentation an der Zelloberfläche 

Peptide werden nach proteasomaler Prozessierung im Zytoplasma mithilfe des TAP-

Transporters (Transporter associated with Antigen Processing/ TAP) in das ER-Lumen 

transportiert (Abbildung 1.2) [53,54]. Der TAP-Transporter, bestehend aus TAP1 und TAP2, 

bildet mit dem ER-residenten Chaperon Tapasin (TPN) einen stabilen Komplex [55–59]. 

Zusammen mit ERp57, PDI und Calreticulin formen sie den Peptidbeladungskomplex 

(Peptide loading complex, PLC) [55–59]. Nach der Affinitätsselektion des Peptids (Peptide 

editing) dissoziiert das Peptid-beladene MHC I-Molekül vom PLC und wird über den 

sekretorischen Weg für die Präsentation gegenüber CD8+ T-Zellen (Abbildung 1.2) zur 

Plasmamembran transportiert [60,61]. Zellen präsentieren dabei Fragmente ihres zelleigenen 

Proteinpools bzw. nach Virusinfektion virale Peptide im Kontext von MHC I.  

 

1.3 Das Virus der Afrikanischen Schweinepest 

Das 1921 erstmals in Kenya dokumentierte Virus der Afrikanischen Schweinepest (ASPV) 

kam zunächst südlich der Sahara vor und ist mittlerweile auch in Europa und Asien 

verbreitet [62–64]. Erstmals wurde ASP außerhalb Afrikas 1957 in Portugal und Spanien sowie 

Belgien und den Niederlanden registriert [65,66]. Auch auf Kuba und Haiti sowie in der 

Dominikanischen Republik und Brasilien trat es seit 1978, teils trotz Eradikation, erneut 

2021 auf (OIE WAHIS web interface, 25.03.22). Auch auf der italienischen Mittelmeerinsel 

Sardinien werden seit 1978 immer wieder Fälle der ASP dokumentiert. Die ASP breitete 

sich hier endemisch aus, weil es -anders als in den europäischen Ländern - nicht gelungen 

war, den Erreger entsprechend einzudämmen. Eine zunehmende Relevanz bekam die ASP 

seit dem Eintrag 2007 in kaukasischen Ländern, zunächst nach Georgien. Von dort aus 

breitete sich die Tierseuche zunehmend auch in Armenien und Aserbaidschan aus und trat 

weiterhin in der Russischen Föderation, in der Ukraine und in Weißrussland auf [62,63]. Seit 

2014 sind Länder der europäischen Union und seit 2018 auch China betroffen [62,63]. Die 

Übertragungswege des Virus sind vielfältig wie in Abbildung 1.3 schematisch dargestellt.  
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Abbildung 1.3: ASPV-Übertragungswege modifiziert nach [67]. In Afrika bilden Lederzecken der Gattung 
Ornithodoros das Reservoir der ASPV. Afrikanische Warzen- und Buschschweine werden von Lederzecken 
innerhalb des sylvatischen Zyklus (1) infiziert. Ein anderer Zecke-Schwein-Zyklus (2) ist für die Übertragung 
der ASP von Zecken auf Hausschweine verantwortlich. Weiterhin wird ASPV direkt von Tier zu Tier übertragen 
oder indirekt über Schweine-spezifische Produkte, wie etwa Fleisch, Blut, Knochen, Gelatine etc. (3). 
Außerhalb des Hausschwein-Zyklus infizieren sich Wildschweine auf gleiche Weise direkt oder indirekt (4), 
wobei die Umwelt und Kadaver eine zusätzliche Rolle als Überträger der ASP einnehmen.  

Afrikanische Lederzecken der Ornithodoros-Spezies bilden das Reservoir des Virus [68,69] 

und übertragen es innerhalb des sylvatischen Zyklus (1) auf afrikanische Schweinearten, 

wie z.B. Warzenschweine (Phacochoerus africanus) und Buschschweine (Potamochoerus 

larvatus) [68,69] oder europäische, domestizierte Schweine (Sus scrofa domesticus) [67] (2. 

Zecke-Schwein-Zyklus). Die Übertragung des Virus kann jedoch auch direkt von Tier zu Tier 

und indirekt über kontaminierte Gegenstände, Schweinefleischprodukte und andere 

Erzeugnisse erfolgen [70,71] (3. Hausschwein- und 4. Schwarzwild-Zyklus). Der Handel mit 

Fleischprodukten, aber auch große Wildschweinpopulationen und die Übertragung mittels 

infizierter Kadaver oder andere virus-kontaminierte Bereiche in der Umwelt tragen zur 

Verschleppung der ASP über teils große Distanzen bei [72,73]. Da alle Mitglieder der Familie 

der Suidae für die Infektion mit ASPV empfänglich sind, brachte die Einschleppung des Virus 

in Länder außerhalb Afrikas vermehrt infizierte Wild- und Hausschweine hervor [62,68,70]. 

Diese zeigen im Gegensatz zu ihren afrikanischen Verwandten, die meist klinisch 

inapparent sind, nach Infektionen mit virulenten ASPV-Stämmen akute bis perakute 

Verläufe mit meist letalem Ausgang [39,62,68]. Die endemische Ausbreitung der ASPV betrifft 

neben dem Schwarzwild auch Schweine aus Hinterhofhaltungen (z.B. in Rumänien oder 
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Russland) und erfordert zum Schutz der Hausschweinbestände strenge Hygienerichtlinien, 

Quarantänebestimmungen und Handelsbeschränkungen, die bei Haltern in den 

betroffenen Ländern zu hohen wirtschaftlichen Verlusten führen [73,74]. 

Präventionsmaßnahmen spielen in der Bekämpfung der ASP eine wichtige Rolle, denn 

Impfstoffe und Therapeutika fehlen bisher [75–77]. 

 

1.3.1 Taxonomie und Virionstruktur 

Das Virus der ASP gehört, neben einigen anderen Virusfamilien (z.B. Poxviridae, 

Iridoviridae, Ascoviridae, Phycodnaviridae, Marseilleviridae, Pithoviridae, Mimiviridae) zur 

Gruppe der nukleocytoplasmatischen großen DNA Viren (NCLDV) und der 

monophyletischen Klasse Megavirales [62,78]. Es ist das bisher einzig bekannte DNA-

Arbovirus, welches im natürlichen Zyklus von Arthropoden (Lederzecken) auf Schweine 

übertragen wird (Arthropod borne virus) und zählt zur Familie der Asfarviridae und dem 

Genus Asfivirus [41,62,68,70,79].  

Das etwa 175-215 nm große Virion (Abbildung 1.4) weist eine komplexe, mehrschichtige 

Struktur auf, welche in konzentrischer Anordnung eine ikosahedrische Form bilden [62,80,81]. 

Der zentrale Nukleoproteinkomplex ist dabei von zwei Proteinhüllen (inneres und äußeres 

Kapsid) und zwei Lipoproteinmembranen (innere Membran und äußere Hülle) 

umschlossen [81]. Das innere Kapsid umgibt die Kernhülle und wird von der inneren 

Membran umhüllt [80,82], die vom ER, ERGIC (ER-intermediate compartment) und trans-

Golgi-Netzwerk stammen [83,84]. Ein darum liegendes ikosahedrisches, äußeres Kapsid bildet 

eine zweite Proteinhülle eines intrazellulären, infektiösen Virions der ASP [82,84].  

Die Virionen beinhalten im Nukleoid und der Kernhülle die Polyproteine pp220 und pp62, 

aus denen durch enzymatische Spaltung mittels viraler SUMO 1-Protease acht 

Hauptstrukturproteine, die Hauptbestandteil des inneren Kapsids sind (Abbildung 1.4), 

entstehen [81,85]. Zusammen mit dem Haupt-Kapsidprotein des äußeren Kapsids, p72, 

machen die ASPV Proteine des inneren Kapsids insgesamt über zwei Drittel der Proteine im 

Virion aus. Dabei gehen aus dem Polyprotein pp220 p150, p37, p34, p14 und p5 hervor, 

aus pp62 entstehen p35, p15 und p8 [85]. 
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Die äußere Lipidhülle wird beim Budding der Viren durch die Plasmamembran der 

Wirtszelle erworben [82,86,87]. Dieser komplexe Aufbau des Virions ist innerhalb der NCLDs 

einzigartig, ähnelt dem mehrschichtigen Aufbau der Herpesviren und spiegelt den 

komplexen Infektionszyklus des Virus wider [81]. 

 

Abbildung 1.4: Virionstruktur des ASPV. Perinukläre viral factory (links) und ASP-Virion (rechts) anhand von 
TEM-Analysen ASPV-infizierter primärer porziner Monozyten 16 hpi. Virionstruktur (rechts) modifiziert nach 
[81]. ASPV-Proteine der jeweiligen Schicht sind entsprechend zugeordnet. 

 

1.3.2 Replikationszyklus 

Die primären Zielzellen des Virus sind myeloide Zellen, wie Makrophagen, Monozyten und 

DCs, aber auch Granulozyten und Epithelzellen können als ASPV-Wirtszellen dienen [39,88,89]. 

Des Weiteren kommt es während der Infektion zur Anlagerung von Virionen an 

Erythrozyten [88,90]. Dieser Prozess der Hämadsorption ist ASPV-spezifisch und zeigt ein 

rosettenartiges Muster (wie in Abbildung 3.1), wenn sich Erythrozyten um infizierte Zellen 

anlagern [88,90].  

Der monozytotropische Replikationszyklus von ASPV ist in Abbildung 1.5 dargestellt. Als 

Eintrittsmechanismus des Virus sind verschiedene Mechanismen beschrieben, u.a. die 

Clathrin-abhängige Endozytose, Makropinozytose und Phagozytose [91–95]. Die 

Rezeptorbindung des Virus ist der erste Schritt des Viruseintritts in die Wirtszelle und 

bestimmt den Tropismus [68,96]. Ein Reifemarker von Makrophagen, CD163, galt lange Zeit 

als Rezeptor, der sich später allerdings nicht für die Suszeptibilität als allein verantwortlich 

herausstellte [39,97]. Insgesamt konnte bisher jedoch kein Rezeptor, der den Eintritt in die 

Wirtszelle bestimmt, identifiziert werden.  
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Abbildung 1.5: ASPV-Replikationszyklus und Inanspruchnahme zellulärer Faktoren durch ASPV. Nach 
Anheftung des Virus an die Wirtszelle sind verschiedene Eintrittsmechanismen (1) bekannt: die 
Makropinozytose, Phagozytose und Endozytose. Ein Rezeptor für die Rezeptor-abhängige Endozytose ist 
bisher nicht bekannt. Nach der Virusaufnahme in die Wirtszelle erfolgt die pH-abhängige Enthüllung des Virus 
(2) in endosomalen Strukturen und der Transport zum perinuklären bzw. teils nukleären Replikationsort. 
Innerhalb der viral factory findet die Replikation des Virus im Zytoplasma mit der anschließenden 
Assemblierung der Virionen statt (3). Hierfür werden Zisternae von ER, ERGIC oder Golgi-Apparat 
ikosahedrisch geformt und in die Kernhülle des Virus eingebaut. Die Freisetzung neu gebildeter Virionen (4) 
erfolgt weiterhin über die Knospung an der Zellmembran, die dem Virion die äußere Hülle verschafft oder 
durch Zell-Lyse, wobei infektiöse Virionen ohne äußere Hülle in den extrazellulären Raum gelangen. 
Wirtszellfaktoren, die durch ASPV während der Replikation und Morphogenese beansprucht werden, sind in 
orange dargestellt. Die Abbildung wurde mit Biorender erstellt. 

 

Der Endozytose-Mechanismus wird häufiger für kleinere Partikel (< 100 nm) beschrieben 

und galt deshalb für die etwa 200 nm großen ASPV-Virionen als eher ungewöhnlich, konnte 

aber dennoch im Falle des ASPV beobachtet werden. Das Virus beansprucht während der 

Endozytose zelluläre Faktoren, wie Dynamin oder Clathrin, und während der 

Makropinozytose Aktin und EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) [95,98,99]. Letztere 

erfordert die Umlagerung des Aktin-Zytoskeletts, die Aktivierung von EGFR- und 

Phosphatidylinositol- (PI3K-) abhängigen Signalwegen [95,99].  

Innerhalb endozytotischer Vesikel wird das Kapsid in Abhängigkeit des pH-Wertes 

abgebaut, woraufhin die innere Membran des Virions mit der Vesikelmembran fusioniert 

und das virale Nukleoid ins Zytoplasma abgegeben wird [100,101]. Nicht nur die Cholesterin-

haltige Zusammensetzung der Endosomen [95], sondern auch Bestandteile, wie Niemann-

Pick Typ C-1 (NPC-1) oder lysosomale Membranproteine (Lamp-1 und -2) interagieren mit 
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viralen Hüllproteinen (E248R and E199L) und spielen dabei eine essentielle Rolle in der 

Membranfusion [95,98]. 

Die endosomale Reifung wird in der Zelle durch Mikrotubuli ermöglicht, welche während 

der ASPV-Infektion zum Transport von Virionen zur viral factory genutzt werden [96,102], der 

perinukleär lokalisiert ist und Kernstrukturen der Wirtszelle zu Beginn der Replikation 

beansprucht [41,82,103,104]. ASPV induziert zusätzlich eine Verlagerung endosomaler 

Strukturen, die sich nach Infektion am Zellkern, in Nähe der viral factories anhäufen und 

für die Replikation wichtige Membranbestandteile besitzen [100]. 

Der perinukläre, virale Replikationsort stört auch die zelluläre zentrosomale Struktur in 

ihrer Funktion, denn ASPV-infizierte Zellen weisen deutlich weniger γ-Tubulin auf [105]. 

Kleinere ASPV-zugehörige DNA-Fragmente (6-18 S) wurden zu Beginn des 

Replikationszyklus im Kern der Wirtszelle identifiziert, die später im Zytosol weiter 

prozessiert werden [104]. Demzufolge beansprucht ASPV auch subnukleäre Strukturen der 

Wirtszelle zu Beginn der Virusreplikation, was zur Heterochromatisierung des Wirts-

Genoms führt und damit die zelluläre Transkription negativ beeinflusst, die virale 

Replikation jedoch begünstigt [106,107]. Ähnlich wie andere große behüllte DNA-Viren 

(Herpes- und Poxviren) nutzt ASPV Membranstücken der Wirtszelle bei der Morphogenese  

seiner Virionen [83,108]. Im Zusammenhang mit der funktionellen Beeinträchtigung von 

zellulären Strukturen steht hier der Abbau eines weiteren Mikrotubuli-organisierenden 

Organells, nämlich dem Golgi-Apparat [105]. Beim Assembly der Virionen bilden virale 

Kapsidproteine zusammen mit Zisternen von ER, ERGIC und Golgi die klassische 

ikosaedrische Hülle und die innere Membran um das virale Genom [83]. Bei der Knospung 

erlangen viele Viren weitere Membranbestandteile von der Wirtszell-Plasmamembran für 

die äußere Virushülle [82,109], bei der häufig auch Wirtszell-assoziierte Glykoproteine mit 

übertragen werden [110]. Für den Transport zur Membran ist häufig Kinesin verantwortlich 

[105], welches mit dem viralen Kapsidprotein pE120R interagiert [82,111]. Die bei der Knospung 

neu generierte Hülle des Virus steuert nicht zur Infektiösität der ASP-Virionen bei [87]. Trotz 

der strukturellen und Antigen-abhängigen Unterschiede sind sowohl intrazelluläre, als auch 

extrazelluläre Viren in der Lage, Wirtszellen zu infizieren und können zudem die 

Immunantwort deutlich beeinflussen [82,87].  

Bereits assemblierte Virionen werden nach Knospung an der Plasmamembran, mit einer 

zweiten Membran umhüllt, entlassen [68]. Zu späten Zeitpunkten der Infektion verursacht 
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die Zell-Lyse die Freisetzung intrazellulärer, infektiöser Virionen, deren äußerste Schicht 

das äußere Kapsid ist [82,109]. 

 

1.3.3 Pathogenese und Klinik im Wirt 

Das klinische Erscheinungsbild ASPV-infizierter Tiere hängt vom Virusisolat und dem 

jeweiligen Virulenzgrad, von der Gattung und Rasse der Schweine und der Infektionsroute 

ab [39,62,68,112]. Afrikanische Vertreter der Suidae weisen keine klinischen Symptome nach 

Infektion auf, transiente Virämien treten dabei nur selten bei Jungtieren auf [64,113,114]. Bei 

europäischen Haus- und Wildschweinen, ebenfalls Mitglieder der Familie der Suidae, 

hingegen ruft es schwere hämorrhagische Symptome hervor [39,64,90], die im 

Zusammenhang mit einer hyperinflammatorischen Immunreaktion stehen [115–117]. 

Während gering-virulente Stämme meist chronische Verläufe mit geringer 

Sterblichkeitsrate verursachen, induzieren hoch-virulente Stämme perakute bzw. akute 

Symptome, an denen innerhalb von 10 Tagen nahezu alle Tiere sterben [68,118]. Dabei treten 

im Gegensatz zu den seltener vorkommenden gering-virulenten Stämmen, die in der 

Dominikanischen Republik, Spanien und Portugal beobachtet wurden (z.B. NH/P68 oder 

NHV und OURT88/3), viele hoch-virulente Stämme auf (z.B. Armenia2008 oder Benin97/1). 

In Abhängigkeit der Infektionsdosis treten nach 3-4 Tagen Symptome der ASPV-induzierten 

akuten Hämorrhagie wie hohes Fieber (> 41°C), Appetitlosigkeit, Lethargien, Dekubitus und 

Erythema auf [90,119]. Im weiteren Verlauf der Infektion entziehen sich die Tiere der 

Nahrungsaufnahme, werden moribund mit blutigen Diarrhöen, erbrechen oder aborten 

[68,90]. Die charakteristischen pathologischen Befunde ASPV-infizierter Schweine zeigen 

Vaskulitits, Hauterythema, Lungenödeme, hyperämische Splenomegalie, Lymphadenitis 

sowie Hämorrhagie-bedingte Petechien in den Nieren, Lungen und der Blase [119–121]. In Blut 

und Gewebe, aber auch in Milz und Lymphknoten sind teils hohe Virustiter (3  106 

Genomkopien pro Mikroliter DNA in 200 µL Blut) nachweisbar [90,122]. Besonders Lympho- 

und Thrombo-, teils auch Monozytopenien, Schädigungen vaskulärer Epithelzellen sowie 

eine intravaskuläre Blutgerinnung treten auf [68].  

Eine geringere Lethalität bringt die subakute Form der ASP mit sich, die nach Infektion mit 

moderat-virulenten ASPV-Stämmen sichtbar wird [39,119,123,124]. Diese Form äußert sich in 

abgeschwächten, dennoch der akuten Form-ähnlichen Symptomen des hämorrhagischen 
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Fiebers [123,125]. Subklinische oder klinisch unauffällige Formen der ASP äußern sich in 

periodischen Virämien und infizierte Tiere serokonvertieren, sterben aber nur selten [119].  

Insgesamt ist das Krankheitsbild der ASP nicht mit pathognomonischen Läsionen assoziiert 

[118,119]. Dies erschwert eine Differentialdiagnose, denn Symptome der ASP sind 

vergleichbar zu anderen Infektionen wie bei der Klassischen Schweinepest (KSP) 

[41,118,121,126]. 

1.3.4 Variabilität des ASP-Genoms und Virulenz 

Das Genom des ASPV besteht aus doppelsträngiger DNA (dsDNA), besitzt eine Länge von 

etwa 165-194 kbp und kodiert für über 150 verschiedene Proteine [62,85,127,128]. Es gliedert 

sich weiterhin in eine zentrale, etwa 125 kbp große und zwei flankierende, variable 

Regionen, die für die fünf MGFs (Multigenfamilien, multigene family) kodieren und mit 

ihrer Größe die Gesamtlänge des jeweiligen Genoms bestimmen [62,129]. Die Variabilität der 

Genomgröße verschiedener ASPV-Stämme liegt u.a. in der Expression der MGFs begründet 

[62,119,129–131]. Lokalisiert sind die MGF-Gene in den variablen Regionen von etwa 40kpb am 

linken und 20kbp am rechten Ende des Virusgenoms, welche die zentrale Region, die für 

konservierte Proteine kodiert, flankieren [129]. Viele Gene innerhalb der fünf MGF-Gruppen 

(MGF100, MGF110, MGF300, MGF360 und MGF505/530) sind vermutlich durch eine 

Abfolge von Duplikations-, Transpositions, Insertions und Deletions-Vorgängen entstanden 

[129,132]. Bisher sind noch nicht alle MGF-Gene genau charakterisiert, allerdings ist bereits 

bekannt, dass sie die antivirale Immunantwort und Apoptose im Wirt modulieren können 

[62,127,133–135]. Folglich kann die Deletion mancher MGF-Gene, abgesehen von Deletionen 

konservierter Genen aus der zentralen Region des Virusgenoms, in einem attenuierten 

Phänotyp resultieren, der für die Ausbildung einer schützenden Immunantwort von 

Bedeutung ist [136–140]. Es ist noch unklar, ob die MGF-Gene auch die Antigenvariabilität 

beeinflussen und welche der MGF-Gene virulenzassoziiert bzw. für die protektive 

Immunantwort relevant sind [119].  

Die große genetische Variabilität von ASPV im Zusammenhang mit der Virulenz gibt 

Hinweise auf Selektionsmarker, die eine wichtige Rolle in der Virus-Wirt-Interaktion spielen 

[119,141]. Viele virale Proteine konnten dafür bereits identifiziert werden, darunter 

strukturelle, aber auch Infektions-abhängige Proteine mit regulatorischem bzw. 

modulierendem Einfluss [39,116,142]. ASPV-Gene, die einerseits wichtig für DNA-

Reparaturmechanismen, die Genomintegrität und Nukleotidmetabolismus und 
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andererseits die Typ I IFN-Antwort beeinflussen ,zeigten nach Deletion eine verminderte 

Replikation in vitro (Q174L, E296R, E165R, A240L, 9GL und UK) sowie einen attenuierten 

Phänotyp in vivo, der Schutz vor Belastungsinfektion induziert (MGF360 und MGF505/530, 

UK, CD2v und 9GL) [39]. 

Aus den Sequenzen verschiedener ASPV-Stämme geht hervor, dass die genetische 

Variabilität sowohl Unterschiede in der konservierten als auch der variablen Region des 

Virusgenoms betrifft [119,130,141,143]. Diese genetischen Divergenzen beeinflussen die 

Kostimulation von T-/ NK-Zellen [143], die IFN-Antwort [141] oder die Apoptose infizierter 

Zellen [91]. Der Vergleich sardinischer Stämme (historischer Stämme mit solchen, die nach 

1990 auftraten) weist auch auf eine verbesserte Infektion bei verstärkter 

Entzündungsreaktion der neuer vorkommenden Stämme hin [144]. Hierbei wiesen Stämme, 

die nach 1990 vorkamen, Gendeletionen von EP402R (CD2v) und B602L (Chaperon für die 

korrekte Faltung von p72) auf, die wichtig für die Hämadsorption und Morphogenese sind. 

Weiterhin zeigen zwei genetisch nahezu identische ASPV-Stämme, Armenia2008 und 

Estonia2014, unterschiedliche Verläufe in infizierten Schweinen [38,125,145,146]. Im Vergleich 

zum hoch-virulenten ASPV Armenia2008 bringt das moderat-virulente Estonia2014 in 

experimentellen Infektionen überlebende Tiere mit erhöhten Antikörpertitern hervor [146]. 

Diese natürliche Attenuierung des estländischen Stammes zeigte nach genetischer 

Untersuchung beider Isolate eine fast 15 kbp Gendeletion im Genom des ASPV Estonia2014 

sowie Genom-Reorganisation und Duplikationen [146]. Insgesamt betraf die Deletion 26 

Gene, worunter sowohl konservierte Gene (L83L, L60L, KP177R) als auch MGF-Gene fielen 

(MGF110 (1L-14L), MGF360 (1L-3L)) [146]. 

 

1.3.5 Immunantwort nach ASPV Infektion 

Aus Immunisierungsstudien geht hervor, dass sowohl die zelluläre, als auch die humorale 

Immunantwort des adaptiven Immunsystems für den Schutz gegen ASPV notwendig ist 

[24,147–149]. Trotzdem konnte bisher kein konkretes Schutzkorrelat identifiziert werden. 

Obwohl ASPV-spezifische Antikörper in infizierten Tieren nachgewiesen werden können, 

bleibt ihre vollständig neutralisierende Wirkung, auch nach passivem Transfer, aus [150–154]. 

Obwohl bereits über 50 virale Proteine als immunogen identifiziert werden konnten [155–

157], bleibt die Ursache für die fehlende Neutralisation mittels spezifischer Antikörper 

Gegenstand der Forschung. Zusammen mit dem Verlust an Immunität ASPV-infizierter 
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Tiere nach CD8+ T-Zell-Depletion [149] wird deutlich, dass die zelluläre Immunität eine 

essentielle Rolle in der protektiven Immunantwort gegen ASPV einnimmt. Einige 

Immunevasionsmechanismen (z.B. die Einflussnahme auf die antivirale Typ I Antwort, 

inflammatorische Immunantwort durch den NFκB-Signalweg oder Apoptose) virulenter 

ASPV-Stämme sind bereits beschrieben, jedoch fehlt bisher eine detaillierte Untersuchung 

der Interaktionen von Virus und Wirtszelle [119] sowie der viralen Subversionsmechanismen 

und Ursachen der Beeinträchtigung der Aktivierung CD8+ T-Zellen. 

 

1.3.6 Immunevasionsmechanismen 

Neben den bereits beschriebenen Interaktionen zwischen ASPV und der porzinen 

Wirtszelle im Rahmen der viralen Replikation und Morphogenese (Kapitel 1.3.2) ist die 

Interaktion von Virus und Wirt auch geprägt von Subversionsmechanismen. Diese 

Manipulationen zellulärer Prozesse während des viralen Infektionszyklus nehmen Einfluss 

auf die antivirale Immunantwort und sind zugleich Ansatzpunkte für die 

Impfstoffentwicklung. 

Die Immunantwort nach ASP-Infektion ist Stamm-abhängig und korreliert mit genetischen 

Unterschieden der Stämme [39,135]. Dabei spielen die MGF-, aber auch konservierte Gene 

für den Zugewinn oder Verlust an immunmodulatorischen Proteinen eine große Rolle 

[39,158]. Ziel einer Immunevasion des Virus ist es, die innate, antivirale Immunabwehr (z.B. 

der Typ I IFN-Antwort, der Sekretion proinflammatorischer Zyto- und Chemokine, sowie 

der gesteigerten Expression kostimulatorischer Moleküle zur T-Zell-Aktivierung) ihrer 

Wirtszellen so zu stören, dass die effektive virale Replikation und Morphogenese 

gewährleistet ist [119,135,159]. Neben der gezielten Manipulation der antiviralen 

Immunantwort können Viren auch der Erkennung durch das adaptive Immunsystem 

mittels Antigenvariation entkommen [128,135].  
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Abbildung 1.6: Immunevasionsmechanismen von ASPV. ASPV ist für seine vielfältigen 
Subversionsmechanismen in der Wirtszelle bekannt. Dabei interferiert ASPV mit der zellulären Transkription, 
Translation, Mechanismen der UPR (unfolded protein response), Apoptose, sowie der NFκB-Signalkaskade 
und der antiviralen Typ I IFN-Antwort. Die Störung der Wirtszell-Transkription und Translation induziert ER-
Stress, reguliert Autophagie und nimmt Einfluss auf die Funktion der Mitochondrien. EP153 inhibiert dabei 
die Transkription und beeinflusst Apoptose negativ. DP71L und CP204L beeinflussen die Proteintranslation in 
entgegengesetzter Weise. MGF-505-7R blockiert die dsDNA-Erkennung im cGAS-STING-Signalweg und führt 
zum autophagosomalen Abbau von STING. MGF360-15R hemmt weiterhin über TLR3 und IRF3 die Typ I IFN-
Antwort. Die proteasomale Proteindegradation wird durch das virale Ubiquitin-konvertierende Enzym 
(UBCv1) reguliert. Zusätzlich reguliert es zusammen mit A238L und A224L den NFκB-Signalweg zur Sekretion 
proinflammatorischer Zytokine, MGG360/ 505-Gene und I329L des Virus hemmen die antivirale Typ I-IFN-
Antwort und A179L, A224L, sowie EP153 blockieren die Wirtszellapoptose. Die schematische Abbildung 
wurde mit Biorender erstellt. 

Im ASPV-Genom sind ein großer Anteil der knapp 150 Gene für das Überleben und die 

Verbreitung des Virus im Wirt entscheidend [127]. Mechanismen der ASPV-induzierten 

Immunmodulation innerhalb der Virus-Wirtszell-Interaktion sind schematisch in Abbildung 

1.6 dargestellt. ASPV beeinflusst u.a. die antivirale Typ I IFN-Antwort [41,135], Apoptose-

induzierende Wege [116], Transkriptions- und Translationsmechanismen [62,160], Zell-Stress-

Regulationen [91] und Autophagiemechanismen der Zelle [87,161] sowie die Aktivierung von 

Lymphozyten [85,162].  
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Der antiviralen Typ I-IFN-gesteuerten innaten Immunabwehr zu entgehen, kodiert ASPV 

innerhalb der MGF360/ 505-Familie für IFN-inhibierende Faktoren [135], die mit einer 

gesteigerten Virulenz in vivo assoziiert sind [129,132]. Virulente ASPV-Stämme blockieren 

dabei die IFN-β-Synthese, wohingegen natürlich attenuierte Stämme, wie NHV, die cGAS-

STING -abhängige Typ I IFN-Antwort induzieren [41,163]. Die Suppression der Typ I IFN-

Antwort durch virulente ASPV-Stämme beeinflusst die Virusreplikation dabei positiv [133]. 

Innerhalb der MGF-Gene zeigt MGF505-7R eine negative Regulation der cGAS-STING-

abhängigen Typ I Antwort der Wirtszelle, wobei STING auch über erhöhte Autophagie-Level 

der Zelle abgebaut wird [164]. Zusätzlich wird MGF505-7R auch mit der gestörten 

inflammatorischen Immunantwort über verminderte IL-1β-Zytokinlevel assoziiert [165]. Eine 

Deletion dieses Gens weist in vivo eine geringere Virulenz mit höheren IFN-β und IL-1β 

Zytokinleveln auf [165] und induziert bei Belastungsinfektion mit virulentem Virus eine 

protektive Immunantwort [67,136]. Auch MGF-360-15R inhibiert die Typ I IFN-Antwort über 

IRF3 und TLR3. Dem intrazellulären dsRNA-Sensor TLR3 ähnlich blockiert das virale Gen 

I329L die IFN-β Sekretion durch NFκB und IFR3 [39,135]. Andere Gene (A276R, A528R, und 

I329L) kodieren für Proteine, die intrazellulär mit Intermediaten interagieren, die Typ I IFN-

Antwort auslösen und möglicherweise zur besseren persistenten Infektion beitragen [39,166]. 

Die durch NFκB induzierte Sekretion proinflammatorischer Zytokine wird durch viele 

Faktoren ausgelöst und spielt für die Immunabwehr ASPV-infizierter Zellen eine ebenso 

wichtige Rolle. ASPV kodiert auch für ein IκB-Analogon (A238L), welches mit dieser NF-κB 

Aktivierung interferiert [87]. A238L und A224L machen durch ihre zeitlich-abhängige 

Aktivität innerhalb des viralen Replikationszyklus deutlich, dass eine geringe NF-kB Aktivität 

zu Beginn sowie eine erhöhte Aktivität an späteren Zeitpunkten die Infektion begünstigt 

[87]. Weiterhin bewirkt das virale Protein UBCv1, ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym (ORF 

I215L), die Modulation des zellulären Ubiquitin-Signalweges [158], aber auch die 

inflammatorische Immunantwort durch die Beeinträchtigung der NF-κB-Aktivierung [167].  

Um seinen Wirt möglichst lange zur Replikation und Morphogenese nutzen zu können, 

verfügt ASPV über anti-apoptotische Proteine [168]. Dabei kodiert A179L für ein solches 

Protein, welches in seiner Funktion durch das DP71L-kodierte Protein, das dem zellulären 

Translationsblock entgegen wirkt, somit die ER-Stress-induzierte, CHOP-abhängige 

Apoptose unterbindet, unterstützt wird [39,169]. Neben A179L kodieren A224L und EP153R 

für weitere die Wirtszell-Apoptose blockierende Proteine [67,170]. An späten Zeitpunkten der 
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Infektion treten auch vermehrt apoptotische Zellen auf, die die klassischen 

morphologischen Veränderungen des Membran-Blebbings infizierter Zellen aufweisen und 

die Freisetzung von ASP-Virionen begünstigen [87,134]. Entgegen dem DP71L-kodierten 

Faktor sind auch Virusproteine wie p30 (CP204L) bekannt, die die Wirtszell-mRNA-

Translation durch Interaktion mit heterogenem nukleärem Ribonukleoprotein K (hnRNP-K) 

blockieren [62]. 

Die Hämadsorption induzierend [85], imitiert das virale CD2v das auf T- und NK-Zellen 

befindliche CD2 und beeinflusst die Lymphozytenabwehr [162,171]. Kodiert durch EP402R 

bewirkt es die Maskierung extrazellulärer Virionen und infizierter Zellen durch die 

Anheftung von Erythrozyten und verbessert die Virusverbreitung [62,85,88]. Zudem wird seine 

Rolle in der Modulation der zellulären Apoptose und MHC I-vermittelten 

Antigenpräsentation diskutiert [86,108,170]. Insgesamt gibt es jedoch noch zahlreiche ASPV-

Proteine, deren Funktion unbekannt sind. Zudem liegen bisher keine Informationen 

darüber vor, welche funktionalen Bedeutungen den bisher angenommenen viralen 

Immunevasionsfaktoren in Detail zukommen.  

Interessanterweise gibt es mittlerweile Hinweise darauf, dass sich das RELA-Protein (p65; 

v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A) afrikanischer Warzenschweine von 

dem der Hausschweine in drei Aminosäuren unterscheidet [172]. Diese NFκB-Untereiniheit 

sorgt bei Warzenschweinen für eine verminderte NFκB-Aktivität und könnte somit 

ursächlich für eine Art von Toleranz gegenüber ASPV sein. Weitere Untersuchungen hierzu 

sind aber noch zwingend notwendig. 
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1.3.7 Stand der Impfstoffentwicklung 

Bereits in den 1930er-Jahren wurden viele Versuche unternommen, Tiere gegen ASPV zu 

immunisieren, dabei wurden attenuierte oder inaktivierte Isolate mit geringem Erfolg 

verwendet [173–175]. 1957 wurden erstmalig Tiere beschrieben, die die ASP-Infektion 

überlebten [176], hierfür wurden attenuierte ASPV-Stämme durch Zellkultur-Passagen 

generiert und zur Infektion verwendet [177]. Dennoch waren Untersuchungen von ASPV-

spezifischen Antikörpern schwierig, da nur wenige Tiere überlebten [178]. Weitere Versuche, 

inaktivierte Virusstämme in der Impfstoffentwicklung gegen ASPV einzusetzen, blieben 

unabhängig von der Inaktivierungsmethode und Adjuvantien ebenfalls ohne Erfolg, da kein 

Schutz vor Belastungsinfektion mit virulenten ASPV-Stämmen induziert werden konnte 

[179].  

Die Ausbreitung der ASP brachte unterschiedliche Stämme hervor, die bisher in 24 

Genotypen anhand der p72 (B646L) Genotypisierung klassifiziert worden sind. Dennoch 

gibt es auch eine Einteilung von Stämmen nach Serotypen, anhand der CD2v-

Genotypisierung (EP402L). Diese Homologie der ASPV-Stämme beeinflusst die 

Schutzwirkung des Impfstoffes und macht die Entwicklung eines Impfstoffes insgesamt 

schwierig, da Homologie der Stämme und die Ausbildung einer protektiven Immunantwort 

nach Belastungsinfektion korrelieren [180]. Dass eine erfolgreiche Immunisierung 

grundsätzlich möglich ist, belegten Infektionen mit gering-virulenten ASPV-Stämmen, die 

Tiere vor Infektion mit virulenten, verwandten ASPV-Stämmen schützten [181–185]. Anhand 

dieser Beobachtung gelang die Entwicklung abgeschwächter Lebendviren (live-attenuated 

viruses, LAV) mit protektiver Wirkung, wobei Rekombinationsstrategien zur gezielten 

genetischen Veränderung eines Virusgenoms angewendet wurden [186,187]. Auf Grundlage 

des virulenten ASPV Georgia2007 Stammes konnten z.B. durch Deletion einiger MGF-Gene 

[137,139] oder des 9GL-Gens [188] Impfstoffprototypen, und unter Einsatz von 

Doppelmutanten (9GL und UK/ DP96R) [189] mit verbessertem Schutz generiert werden. 

Dabei wurden seltener LAVs generiert, die „heterologen Schutz“ gewährten, also Schutz 

gegen ASPV-Stämme, die als entfernt verwandt gelten und entsprechend der p72- oder 

CD2v-basierten Genotypisierung eingeordnet werden können [154,190].  

Neben der Entwicklung und Charakterisierung eines LAVs im experimentellen Tiermodell 

spielt auch die Evaluation bzgl. der Sicherheit und Wirksamkeit des Impstoffkandidaten 

eine Rolle, daher sind Infektionsroute und -dosis ebenfalls wichtig und in 
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Immunisierungsstudien dennoch nicht standardisiert [191]. So sind aus Zwecken der 

Biosicherheit des Impfstoffkandidaten, der Überprüfung einer dauerhaften Attenuierung 

des eingesetzten Stammes, der Bildung von Mutanten (sog. Escape-Varianten) sowie der 

Sterilität im Schwein verschiedene wichtige Aspekte zu berücksichtigen.  

Aufgrund der variierenden Zeiträume zwischen Immunisieung- und Belastungsinfektion 

(17-63 Tage) in unterschiedlichen Studien, ist es nicht möglich die Schutzwirkung der 

Impfstoffkandiaten direkt miteinander zu vergleichen. Zudem gibt es bereits Studien zum 

Verlust eines Langzeitschutzes bei Belastungsinfektionen nach 130 Tagen, die im 

Zusammenhang mit einer erhöhten regulatorischen Immunantwort im Tier stehen [192]. 

Sicherer als LAVs, wenn auch nicht so effektiv, sind die Untereinheiten-Impfstoffe (subunit 

vaccines), DNA-  oder Vektor-Impfstoffe [62], die meist gegen immunogene ASPV-

Strukturproteine (p54, p72, p30 oder CD2v) gerichtet sind und häufig sowohl 

neutralisierende Antikörper [156,193,194] als auch CD8+ T-Zellen induzieren [195,196].  

Keiner der bisher verfügbaren Impfstoffprototypen erfüllt zurzeit die zur Anwendung als 

Vakzin im Feld für Wildschweine erforderlichen Bedingungen: Die Immunogenität nach 

oraler Gabe, eine hinreichende Stabilität mit gut realisierbarem Impfschema und passende 

Köder für Wildschweine unabhängig von Geschlecht und Alter der Tiere [79,178,191]. Der 

bisher einzig vielversprechende Impfstoffkandidat, der oronasal vor dem in Europa 

grassierenden ASPV Georgia2007 schützt, ist eine Deletionsmutante des Stammes (ASPV-

G-ΔI177L) [197–199]. 
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1.4  Zielsetzung der Arbeit 

Die zunehmende Ausbreitung der ASP, besonders in Europa führte seit 2020 auch in 

Deutschland vermehrt zu infizierten Wild- und Hausschweinen. Im Gegensatz zu 

afrikanischen Warzen- oder Buschschweinen sterben europäische Schweine innerhalb 

weniger Tage nach Infektion mit teils schweren Hämorrhagien [87,200]. 

Durch die hohe Stabilität des Virus in der Umwelt und Schweinefleischprodukten kann die 

Übertragung des Infektionserregers auch indirekt über infizierte Kadaver, Fleischprodukte, 

Kleidung oder Gegenstände erfolgen und so über große Distanzen verschleppt werden 

[63,201]. Die Komplexität, in Aufbau und Genom, sowie vielfältige Immunevasionsstrategien 

des Virus [39,142] erschweren und verzögern die Impfstoffentwicklung. Untersuchungen der 

Virus-Wirtszell-Interaktionen, die im Zusammenhang mit der fehlenden protektiven 

Immunantwort stehen, können hier zum besseren Verständnis der Immunpathogenese 

beitragen. Deshalb konzentrieren sich experimentelle Analysen dieser Promotionsarbeit 

auf Virus-induzierte Immunzell-Subversionmechansimen verschiedener ASPV-Stämme.  

Im Mittelpunkt der Promotionsarbeit steht die Frage nach der möglichen Immunsubversion 

von Oberflächenproteinen infizierter Monozyten, die für Prozesse der Phagozytose 

(CD172a) und Antigenpräsentation (SLA I) essentiell sind, d.h. zum einen die Aufnahme 

viraler Pathogene und zum anderen die antivirale Immunantwort auf zellulärer Ebene 

kontrollieren. Die Analysen dieser Studie sollen insbesondere Aufschluss über die 

Beeinflussung beider Proteine in Monozyten nach Infektion mit hoch- und moderat-

virulenter ASPV-Infektionen geben. Zur Durchführung der verschiedenen Untersuchungen 

stehen verschiedene molekularbiologische, proteinbiochemische, immunologische und 

zellbiologische Methoden zur Verfügung. Die erwarteten Ergebnisse dieser Arbeit werden 

zu einem besseren Verständnis der Virus-Wirt-Interaktion beitragen sowie neue und 

vertiefte Einblicke in die Immunsubversion  von  ASPV bei infizierten Monozyten 

ermöglichen. 
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2. Material 

2.1  Biologisches Material 

2.1.1 Virusstämme 

Tabelle 2.1 Verwendete Virusstämme 

ASPV Stamm Herkunft 

Armenia2008 NRL ASP, IVD, FLI Riems 

Benin97/1 Dr. Günther M. Keil, IMVZ FLI Riems 

Estonia2014 NRL ASP, IVD, FLI Riems 

Kenya DsRed ΔCD2v (Stamm Kenya1033) Dr. Günther M. Keil, IMVZ FLI Riems (/ILRI) 

NHV Dr. Günther M. Keil, IMVZ FLI Riems 

OURT 88/3 NRL ASP, IVD, FLI Riems 

 

2.1.2  Zellen und Zelllinien 

Tabelle 2.2 Verwendete Zellen 

Name Beschreibung Herkunft 

Primärzellen 

Monozyten Hausschwein-Monozyten aus dem Blut Organspenderschweine FLI Riems 

 

2.2  Medien und Medienzusätze 

Tabelle 2.3 Verwendete Medien und Medienzusätze 

Name Herkunft 

Fetales Rinderserum Biowest, Nuaillé, France 

Ham´s F12 Pan Biotech, Aidenach, DE 

IMDM Pan Biotech, Aidenach, DE 

Penicillin/ Streptomycin Cytiva Europe GmbH, Freiburg, DE 

β-Mercaptoethanol MP Biomedicals, USA 
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2.3  Chemikalien und Reagenzien 

Tabelle 2.4 Verwendete Chemikalien und Reagenzien 

Name Herkunft 

Aceton Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Acrylamid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Ammoniumchlorid neoLab Migge GmbH, Heidelberg, DE 

Ammoniumpersulfat (APS) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Ammoniumsulfat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Anti-mouse IgG2a + b Microbeads Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch 

Gladbach, DE 

Biozym Plaque Agarose, “Low Melting Agarose” Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, 

DE 

Blei-II-nitrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

DE 

Bromphenolblau Natriumsalz Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

DE 

Chloroform Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Chloroquin InvivoGen; San Diego, CA, USA 

Citronensäure-Monohydrat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

DAPI BioChemica, #A1001.0010, AppliChem 

Dextran 500 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Dodecenylbernsteinsäureanhydrid, DDSA Plano GmbH 

Dodecylsulfat Natriumsalz in Pellets SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

DE 

Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline Biowest, Nuaillé, France 

DTT (1,4-Dithiotreit) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

ECL Western Blotting Substrate Bio-Rad Laboratories, Inc. DE 

EndoH New England Biolabs, Frankfurt, DE 

ERCC ExFold RNA Spike-In mix 1  Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

Essigsäure Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
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Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

EvaGreen® DNA-Fluoreszenzfarbstoff Jena Bioscience GmbH, Jena, DE 

Formaldehyd 37%/ ROTI® Histofix 4% Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Glutaraldehyd, 25 %-Lösung in H2O SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

DE 

Glycerin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Glycidether 100 für die Elektronenmikroskopie SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

DE 

Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Guanidinhydrochlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

DE 

Harnstoff Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

HEPES Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

Human TruStain Fcx (Fc-Block) BioLegend, San Diego, USA 

Anti-IgG1-magnetische beads BD Biosciences, USA 

Isopropanol (2-Propanol) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Kakodylsäure·Natrium-Salz·3  H2O SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

DE 

Kaliumchlorid Merck KgaA, Darmstadt, DE 

Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Lipofectamine™ 2000 Reagent Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Magnetic Bead Cleanup Module Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

1-Methyl-5-norbornen-2,3-

dicarbonsäureanhydrid, MNA 

Plano GmbH 

Milchpulver MAMIPUR-Magermilch-Sprühp. Hobbybäcker-Versand, Bellenberg, DE 

Mojosort Human CD14 Nanobeads BioLegend, San Diego, USA 

N, N, N’, N’ Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Natriumazid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

DE 

Natriumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
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Natriumcitrat tribasisches Dihydrat, BioUltra Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

DE 

Natriumdeoxycholat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

DE 

Natriumdodecylsulfat (SDS), ultrapure  Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Natriumfluorid Fluka® Analytical, Seelze, DE 

Natriumtetraborat-Decahydrat Fluka® Analytical, Seelze, DE 

Nonidet P40 Substitute Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

DE 

Nuklease-freies Wasser QIAGEN GmbH, Hilden, Germany 

Osmiumtetroxid für Elektronenmikroskopie SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

DE 

PageRuler (Plus) Prestained Protein Ladder Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

Pancoll Animal density gradient medium  

(1.077 g/ mL)  

Pan Biotech, Aidenach, DE 

Phenolrot Merck KgaA, Darmstadt, DE 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) Biowest, Nuaillé, France 

Ponceau S Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

ProLong™ Glass Antifade Mountant  Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

Propidiumiodid BioLegend, San Diego, USA 

Propylenoxid SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

DE 

Protease-Inhibitor-Cocktail PhosSTOP™ Roche Diagnostics DE GmbH, Mannheim, DE 

Rapid™ PNGase F New England Biolabs, Frankfurt, DE 

Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

ROX Referenzfarbstoff Jena Bioscience GmbH, Jena, DE 

rpGM-CSF Kingfisher Biotech, Inc., MN, USA 

Salzsäure rauchend Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Saponin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

SuperScript™ III Reverse Transkriptase Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

Taq DNA Polymerase New England Biolabs, Frankfurt, DE 

Trinatriumcitrat-Dihydrat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
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2,4,6-Tri(dimethylaminomethyl)-phenol, DMP-

30 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Triton® X 100 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

TRIzol Reagent  Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

Trypanblau ERBA Diagnostics Mannheim GmbH, 

Tschechien 

Tween®20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

DE 

UltraPure™ Tris-Puffer Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

Uranylacetat-2H2O SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

DE 

β-Mercaptoethanol MP Biomedicals, USA 

 

2.4  Antikörper 

2.4.1  Primärantikörper 

Die in der folgenden Tabelle aufgeführten Primärantikörper kamen in unterschiedlichen 

Experimenten zum Einsatz. Die Anwendung und Verdünnung der Antikörper im jeweiligen 

Experiment ist für durchflusszytometrische Analysen (FACS), Immunfluoreszenz-basierte 

Analysen (IF) oder Western Blot Experimente (WB) angegeben. CD203a* wurde mit 

dem„One-step antibody Biotinylation kit” von MACS Miltenyi biontinyliert. Dafür wurden 

10 µL des Antikörpers für die Resuspension eines Biotinpellets verwendet. 
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Tabelle 2.5 Verwendete Primärantikörper 

Protein Klon Konjugat Wirt/ Isotyp Anwendung Herkunft 

Annexin V - APC - 
FACS 

2,5 µL/test 
BioLegend, San Diego, USA 

Calreticulin Polyklonal - Kaninchen IgG IF 1:500 Abcam, Cambridge, UK 

CD14 MIL2 - Maus IgG2b FACS 1:500 Bio-Rad Laboratories, Inc. DE 

CD14 MIL2 FITC Maus IgG2b FACS 1:500 Bio-Rad Laboratories, Inc. DE 

CD163 2A10/11 PE Maus IgG1 FACS 1:100 
Fisher Scientific GmbH, 

Schwerte, DE 

CD169 3B11/11 - Maus IgG1 FACS 1:250 Bio-Rad Laboratories, Inc. DE 

CD172a BL1H7 FITC Maus IgG1 FACS 1:1000 Bio-Rad Laboratories, Inc. DE 

CD172a BL1H7 - Maus IgG1 WB 1:200 Bio-Rad Laboratories, Inc. DE 

CD172a 74-22-15  Maus IgG1 FACS/ IF 1:100 In-house 

CD203a* PM18-7 Biotin* Maus IgG1 FACS 1:1000 Bio-Rad Laboratories, Inc. DE 

CD68 Y1/82A 
PerCP-

Cy5.5 
Maus IgG2b FACS 1:20 BioLegend, San Diego, USA 

GAPDH 6C5 HRP Maus IgG1 WB 1:1000 Bio-Rad Laboratories, Inc. DE 

LMP2 G-3 - Maus IgG2a WB 1:500 
Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., Heidelberg, DE 

LMP7 Polyklonal - Kaninchen IgG WB 1:1000 Abcam, Cambridge, UK 

MHC I 3B10.7 - Ratte IgG WB 1:500 In-house 

SLA I JM1E3 - Maus IgG1 FACS 1:500 Bio-Rad Laboratories, Inc. DE 

SLA I 74-11-10  Maus IgG2b IF 1:100 In-house 

SLA II MSA3 - Maus IgG2a FACS 1:100 In-house 

TAP1 148.3 - Maus IgG WB 1:500 In-house 

TAP2 435.3 - Maus IgG WB 1:500 In-house 

TPN 
Polyklonal 

R.sin E 
- Kaninchen IgG WB 1:300 In-house 

p72 18BG3 - Maus IgG2a FACS/ WB 1:100 
Eurofins Technologies 

Ingenasa, Madrid, Spanien 

p72 18BG3 FITC Maus IgG2a FACS/ IF 1:100 
Eurofins Technologies 

Ingenasa, Madrid, Spanien 
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ZombieAqu

a 
 BV510 - FACS 1:500 BioLegend, San Diego, USA 

α4 H-4 - Maus IgG1 WB 1:500 
Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., Heidelberg, DE 

β-actin AC-15 HRP Maus IgG1 WB 1:10000 
Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Taufkirchen, DE 

2.4.2 Sekundärantikörper 

Die in der folgenden Tabelle aufgeführten Sekundärantikörper kamen in unterschiedlichen 

Experimenten zum Einsatz. Die Anwendung und Verdünnung der Antikörper im jeweiligen 

Experiment ist für durchflusszytometrische Analysen (FACS), Immunfluoreszenz-basierte 

Analysen (IF) oder Western Blot Experimente (WB) angegeben. 

 

Tabelle 2.6 Verwendete Sekundärantikörper 

Protein Klon Konjugat Isotyp Anwendung Herkunft 

Maus IgG1 polyklonal A647 Ziege IgG FACS 1:5000 DIANOVA GmbH, Hamburg, DE 

Maus IgG2b polyklonal PE-Cy7 Ziege IgG FACS 1:400 Southern biotech, USA 

Streptavidin - BV421 - FACS 1:1000 BioLegend, San Diego, USA 

Maus IgG2a polyklonal APC-Cy7 Ziege IgG FACS 1:250 Southern biotech, USA 

Maus IgG1 RMG1-1 
PerCPCy5

.5 
Ratte IgG FACS 1:100 BioLegend, San Diego, USA 

Maus IgG1 polyklonal HRP Ziege IgG WB 1:10000 Southern biotech, USA 

Maus IgG2a polyklonal HRP Ziege IgG WB 1:10000 Southern biotech, USA 

Maus IgG2b polyklonal HRP Ziege IgG WB 1:10000 Southern biotech, USA 

Kaninchen 

IgG 
polyklonal HRP Ziege IgG WB 1:5000 DIANOVA GmbH, Hamburg, DE 

Ratte IgG polyklonal HRP Maus IgG WB 1:5000 DIANOVA GmbH, Hamburg, DE 

Maus IgG polyklonal A594 Ziege IgG IF 1:500 
Cell Signaling Technology, 

Cambridge, UK 

Maus IgG polyklonal A488 Ziege IgG FACS 1:2000 
Fisher Scientific GmbH, 

Schwerte, DE 
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2.5  Sequenzen 

2.5.1  Primer Sequenzen 

Die in der folgenden Tabelle aufgeführten Primer (Eurofins Deutschland) wurden in qRT-

PCR-Experimenten (3.7.2) von Dr. Gang Pei verwendet. 

Tabelle 2.7 Verwendete Primer Sequenzen 

Gen Sequenz 

ATF4 Forward: 5’-GAAGCCAGACTCCACTACTTAC-3’ 

 Reverse: 5’-TAGGAGTCAGGGCTCATACA-3’ 

BiP Forward: 5’-GTTCTTGTTGGTGGCTCTACT-3’ 

 Reverse: 5’-ACAGCCTCATCTGGGTTTATG-3’ 

DDIT3 Forward: 5’-GAGGAGGAAGACCAAAGAAGAC-3’ 

 Reverse: 5’-CTGTGCCACTTTCCTTTCATTC-3’ 

GAPDH Forward: 5’-GAACATCATCCCTGCTTCTACC-3’ 

 Reverse: 5’-GTCAGATCCACAACCGACAC-3’ 

IFNA1 Forward: 5’-CATCCTGGCTGTGAGGAAATA-3’ 

 Reverse: 5’-CCTTCTTCCTGAGTCTGTCTTG-3’ 

IFNB1 Forward: 5’-TTCTCCACCACAGCTCTTTC-3’ 

 Reverse: 5’-GGACCTCGAAGTTCATCCTATC-3’ 

IL-6 Forward: 5’-GGAGACCTGCTTGATGAGAATC-3’ 

 Reverse: 5’-CAGCCTCGACATTTCCCTTAT-3’ 

CXCL10 Forward: 5’-CCTGTTAATCCGAGGTCCTTAG-3’ 

 Reverse: 5’-CGACTCTGGATTCAGACATCTT-3’ 

2.6  Kits 

Tabelle 2.8 Verwendete Kits 

Name Herkunft 

Cell Proliferation Reagent WST-1 Roche Diagnostics DE GmbH, Mannheim, 

DE 
DNA 7500 kit Agilent Technologies, Böblingen, DE 

Dynabeads mRNA DIRECT Micro kit  Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Ion Total RNA-Seq Kit v2 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
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Ion 540 OT2 kit Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

iScript cDNA Synthesis Kit Bio-Rad Laboratories, Inc. DE 

KAPA Library Quantification Kit Ion Torrent  Kapa Biosystems, Wilmington, MA, USA 

MitoTracker® Mitochondrion-Selective Probes Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

One-step antibody Biotinylation kit Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch 

Gladbach, DE 
Pierce™ ECL Western Blotting Substrate Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

Protein Synthesis Assay Kit Cayman Chemical, Michigan, USA 

PROTEOSTAT® Aggresome Detection Kit Enzo Life Sciences GmbH, Lörrach, DE 

RNeasy Mini Kit  Qiagen, Hilden,DE 

RNase-Free DNase Set Qiagen, Hilden,DE 

True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set BioLegend, San Diego, USA 

 

2.7  Glaswaren 

Tabelle 2.9: Verwendete Glaswaren 

Name Herkunft 

Bechergläser SCHOTT AG, Mainz, DE 

Deckgläschen für die IF, 12 mm Ø Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. 

KG, Sondheim v. d. Rhön, DE 

Deckgläschen für Haemacytometer  

20x20x0,4mm 

A. Hartenstein GmbH, Würzburg, DE 

Erlenmeyerkolben Zeller GmbH, Hohenems, A 

Neubauer-Zählkammer superior Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Lauda 

Königshofen, DE 

Objektträger VWR International GmbH, Darmstadt, DE 

Schottflaschen SCHOTT AG, Mainz, DE 
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2.8  Plastikwaren 

Tabelle 2.10 Verwendete Plastikwaren 

Name Herkunft 

Corning® Primaria™ Zellkulturflaschen oder -

platten (T75, 6° oder 96° Platten) 

Corning Inc., USA 

Easystrainer 100µm für 50mL Röhrchen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE 

Einmal-Kanülen SUPRA mit Lanzettenschliff Ehrhardt Medizinprodukte GmbH, 

Geislingen a. d. Steige, DE 

Eppendorf-Röhrchen 5mL Eppendorf SE, Hamburg, DE 

FACS-Röhrchen 5mL SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, DE 

Filtersysteme 0,22µm (500mL – 1L) Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Kabevetten® G EDTA 7,5 mL KABE LABORTECHNIK GmbH, Nümbrecht-

Elsenroth, DE 

Kryoröhrchen Cryo.S™, PP, 1-2ML Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE 

Millex-GP Filtereinheit steril (0,22µm) Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Pipettenspitzen Eppendorf SE, Hamburg, DE 

Qpore Spritzenvorsatzfilter 0,1µm neoLab Migge GmbH, Heidelberg, DE 

Reaktionsgefäße (1/ 2 mL) Safe Lock Eppendorf SE, Hamburg, DE 

Rundbodenröhrchen 5mL aus PS  

(mit oder ohne Zellsiebaufsatz), steril 

Corning Inc., USA 

Rundboden-Zentrifugenröhrchen 13 mL Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE 

Serologische Pipetten CELLSTAR® (5/ 10/ 25 

mL) 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE 

S-Monovetten® 9mL SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, DE 

Spritzen Omnifix® Luer Solo 5/ 10/ 25 mL B. Braun Melsungen AG, Berlin, DE 

Sterile PET-Flaschen (0,5 – 1L) VWR International GmbH, Darmstadt, DE 

Ultrazentrifugenröhrchen Eppendorf SE, Hamburg, DE 

Zellkulturflaschen T75, T175 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE 

Zellkulturplatten 12°/ 24° Costar® Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE 

Zellschaber 24cm SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, DE 

Zentrifugenröhrchen 15 mL/ 50 mL SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, DE 
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2.9  Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 2.11 Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Name Herkunft 

DNA 7500 Chips Agilent Technologies, Böblingen, DE 

Entwickler Roentoroll HC TETENAL 1847 GmbH, Norderstedt, DE 

Filterspitzen (10µL; 20 µL; 100µL; 200µL; 

1000µL) 

nerbe plus GmbH & Co. KG, Winsen, DE 

Fixierer Superfix  TETENAL 1847 GmbH, Norderstedt, DE 

Ion 540™ Chip Kit Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Inc., USA 

RNA 6000 Pico chips Agilent Technologies, Böblingen, DE 

Röntgenfilme Fujifilm, Typ Super RX-N, RF11 FUJIFILM Europe GmbH, Düsseldorf, DE 

Skalpellklingen #18 B. Braun Melsungen AG, Berlin, DE 

Spezial Entsorgungsbeutel nerbe plus GmbH & Co. KG, Winsen, DE, Carl 

Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

TEM Dünnstegnetzchen, 300 er mesh Plano GmbH, Wetzlar, DE 

Transfermembran Amersham™ Protran® NC 

0.2 

Cytiva Europe GmbH, Freiburg, DE 

Whatman-Papier 3mm Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

 

2.10  Geräte 

Tabelle 2.12 Verwendete Geräte 

Name Herkunft 

Agilent 2100 Bioanalyzer  Agilent Technologies, Böblingen, DE 

Analysewaage SI-114 Denver Instrument DE 

Axiovert200/LSM 5 Exiter  Zeiss, DE 

BD FACS Canto II  

(1: Sn V33896301352; 2: Sn  33896201951) 

BD Biosciences, USA 

BD FACS LSR Fortessa (Sn R649225B8012) BD Biosciences, USA 

BD IMagnet BD Biosciences, USA 
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Biorad Power Pac™ Basic Bio-Rad Laboratories, Inc. DE 

Brutschrank Steri Cycle i60/ Sanyo CO2-

Inkubator 

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

CFX96 Real-Time PCR Detection System Bio-Rad Laboratories, München, DE 

Corning® CoolCell®  

(LX/ FTS 30), Freezing Container  

Corning Inc., USA 

Cryo-Safe™ Cooler -1°C Freeze Control,  

“Mr. Frosty” 

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

Eppendorf-Zentrifuge 5415D bzw. 5430 Eppendorf SE, Hamburg, DE 

Fluoreszenzmikroskop Leica 47 DMi8 Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE 

Folienschweißgerät VS-64-18 B Monolith GmbH, Bochum, DE 

Fusion FX Vilber, DE 

Gel Elektrophoresesystem Mini-Protean Bio-Rad Laboratories, Inc. DE 

Gel-Elektrophorese-System (SDS)  FLI Eigenbau Eigenbau 

Ion S5XL sequencing system Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

Kühlschränke (4°C) Liebherr-International DE GmbH 

Laborwaage EMB 220-I Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern, DE 

Lichtmikroskop NIKON Eclipse TS100 Nikon Metrology Europe NV 

Lichttisch unbekannt 

Magnetrührer IKA® RCT basic SM20 IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, DE 

Mikroliterdosierspritze 50 µL Hamilton Group, Reno, NV 

MojoSort™ Magnet BioLegend, San Diego, USA 

Nanodrop Lite Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

NanoDrop 1000  Peqlab, Erlangen, DE 

pH-Meter PB-11 Sartorius AG, Göttingen, DE 

Pinzette VWR International GmbH, Darmstadt, DE 

Pipetten (2,5 µL; 10 µL; 20µL; 100µL;  

200µL; 1000µL) 

BRAND GMBH + CO KG / Eppendorf SE, 

Hamburg, DE 

Pipettierhilfe accu-jet® pro BRAND GMBH + CO KG 

Plattenreader Infinite 200Pro Tecan Trading AG, CH 

Röntgenfilm Entwickler Compact2 Protect, DE 

Schüttler Edmund KS-15 Edmund Bühler GmbH, Bodelshausen, DE 
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Serva Bluepower 500 Netzgerät SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

DE 

Sterilwerkbank Herasafe Thermo (SN 

40700487) 

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 

Stickstofftank Chronos  Messer, DE 

Sunrise Remote ELISA Reader Tecan Trading AG, CH 

Tecnai™ Spirit FEI Company, USA 

Thermomixer comfort Eppendorf SE, Hamburg, DE 

Tiefkühlschrank -20°C Bauknecht Hausgeräte GmbH, Stuttgart, DE 

Tiefkühltruhe -80°C New Brunswick Scientific Co., Inc., USA 

Trans-blot™ Cell Wet Tank Bio-Rad Laboratories, Inc. DE 

Ultrazentrifuge LE-70 Beckman Coulter, Inc., Brea, USA 

Ultramicrotom UC7 Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE 

Vortex Genie 2/ Lab Dancer Scientific Industries, NY, USA/ VWR 

Darmstadt, DE 

Wasserbad Julabo U3  Julabo, Seelbach, DE 

Western Blot Apparatur Knittis FLI Eigenbau 

Zentrifuge Eppendorf 5810R Eppendorf SE, Hamburg, DE 

Zentrifuge Rotina 380R/ universal 320  Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen 

DE 
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2.11  Wissenschaftliche Software 

Tabelle 2.13 Verwendete Software 

Name Herkunft 

AxioVision  Carl Zeiss Microscopy DE 

BD FACSDiva™ Software BD Biosciences, USA 

CFX Maestro Bio-Rad Laboratories, Inc. DE 

Citavi  Swiss Academic Software GmbH, CH 

Fiji  Laboratory for Optical and Computation 

(LOCI), USA 

FlowJo™ v10 Software BD Biosciences, USA 

Geneious Prime Biomatters Inc., USA 

GraphPad PRISM GraphPad Software, USA 

IC-Capture  The Imaging Source, DE 

Image Studio™ Lite Quantification Software LI-COR Biosciences – GmbH, DE 

Magellan, i-control Tecan Trading AG, CH 

NIS elements Nikon Metrology Europe NV 
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3. Methoden 

3.1  Aufbereitung von primären porzinen Monozyten 

3.1.1  PBMC-Isolation aus Schweineblut 

Für die Arbeiten mit primären porzinen Monozyten wurden zunächst PBMCs aus dem Blut 

isoliert. Kleinere Mengen Blut von gesunden Blutspenderschweinen wurden venös mittels 

EDTA-präparierter Blutentnahmeröhrchen bzw. größere Mengen von 

Organspenderschweinen durch Ausbluten des narkotisierten Tieres und Auffangen des 

Blutes in sterile, mit EDTA-versetzte Flaschen (1 g EDTA/ 500 mL) gewonnen. Letztere, 

größere Mengen Blut, wurden zum Zwecke der Volumenreduktion für die anschließende 

Dichtegradientenzentrifugation vorbehandelt: Das Blut wurde 1:10 mit einem 

Dextran-EDTA-Puffer (Tabelle 3.1) durch Invertieren der Flasche gemischt und zur 

Sedimentation von Erythrozyten für 2 h bei RT stehen gelassen. Die obere Phase wurde 

abgenommen und mit 1 PBS (Tabelle 3.1) bei 350  g für 5 min gewaschen. Zur 

Eliminierung von Granulozyten wurde die Zellsuspension bzw. kleinere Mengen EDTA-Blut 

anschließend (4:1) über Pancoll (Dichte 1,077 g/ mL) geschichtet und die 

Dichtegradientenzentrifugation bei 760  g und RT für 30 min bei reduzierter 

Beschleunigung und Bremse (3/0) durchgeführt. PBMCs wurden aus der Interphase 

abgenommen, mit 1 PBS gewaschen (5 min bei 350  g und 4 °C) und restliche 

Erythrozyten bei RT mittels Ammoniumchlorid-Puffer (Tabelle 3.1) lysiert. Zellaggregate 

wurden unter Anwendung eines Zellsiebes (70-100 µm) herausfiltriert und die Zellzahl der 

PBMCs 1:10 in Trypanblaulösung (Tabelle 3.1) in der Neubauer-Zählkammer bestimmt. 

 

Tabelle 3.1 Zur PBMC-Isolation und Monozytenanreicherung verwendete Puffer 

Name Zusammensetzung 

10X PBS pH 7,4 137mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4 x 2 H2O,  

1,5mM KH2PO4 

Erythrozyten-Lysepuffer (10X) 155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 8mM EDTA 

BD IMag™ -Puffer 0,5 % FCS, 2 mM EDTA, 0,9 % NaN3 

Dextran-EDTA-Puffer 5% Dextran in EDTA-Puffer (128 mM NaCl, 40mM EDTA) 
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Einfriermedium 30 % FCS, 1 % Pen/ Strep, 50 µM β-Mercaptoethanol in 

IMDM + Ham´s F12 (1:1) 

Kulturmedium 10 % FCS, 1 % Pen/ Strep, 50 µM β-Mercaptoethanol in 

IMDM + Ham´s F12 (1:1) 

MACS Puffer 0,1 % NaN3, 2,5 % FCS, 2 mM EDTA in PBS pH 7,2 

Mojo Puffer 0,1 % NaN3, 2,5 % FCS, 10 mM EDTA in PBS pH 7,2 

Trypanblaulösung 0,4 % (m/ V) Trypanblau in PBS, 0,22 µm filtriert 

 

3.1.2  Magnetische Anreicherung von Monozyten mittels 

CD172a 

In Vorbereitung auf die magnetische Separation von Monozyten wurden PBMCs mit 

BD IMag™ - Puffer bei 350  g und 4 °C für 5 min gewaschen und das Pellet anschließend 

1:10 mit dem anti-CD172a-Primärantikörper (Klon 74-22-15, s. 2.4.1) für 10-15 min bei 4 °C 

inkubiert. Nach Waschen der Zellen mit BD IMag™ - Puffer erfolgte die Markierung des an 

die Zelloberfläche der Monozyten gebundenen-Primärantikörpers mit magnetischen 

Partikeln (10 µL pro 107 PBMCs) für 15 min und 4°C. Nach erneutem Waschen und 

Resuspension der magnetisch-markierten Zellen in BD IMag™ Puffer wurden diese in 

sterilen Rundbodenröhrchen im BD IMag-Magneten, einmal für 6 min und drei weitere 

Male für jeweils 2 min, sortiert. Dabei haften magnetisch-markierte Zellen als braunes 

Zellpellet an der Wand des Röhrchens, die dem Magnet zugewandt ist. Der flüssige 

Überstand wurde zwischendurch abgenommen und die markierten Zellen vorsichtig in 

frischem, vorgekühltem BD IMag™ - Puffer resuspendiert. Die Zellzahl der 

Einzelzellsuspension wurde nach Filtration durch eine Zellsieb (70-100 µm) mittels 

Neubauer-Zählkammer bestimmt und 106 Monozyten pro Vertiefung in eine 24-Lochplatte 

mit je 500 µL Medium (Tabelle 3.1) ausgesät. 

 

3.1.3  Magnetische Selektion von Monozyten mittels CD14 

Für die Anreicherung von primären porzinen Monozyten wurde neben CD172a auch CD14 

als Selektionsmarker getestet und dafür magnetische Partikel und Puffer von zwei 

unterschiedlichen Herstellern (MACS Miltenyi und BioLegend) verwendet. Parallel zur 

Positivselektion mittels CD172a (3.1.2) wurden für beide CD14-abhängigen Protokolle (im 



Methoden 

48 

Folgenden „MACS“ und „Mojo“ genannt) je 107 PBMCs für 15 min bei RT mit je 5 µL eines 

Fc-Block-Reagenzes (Human TruStain FcX) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen auf 

der Zelloberfläche zu sättigen. Innerhalb der Mojo-Methode wurden direkt zum Fc-Block-

Ansatz 10 µL „Mojosort Human CD14 Nanobeads“ gegeben und weitere 15 min auf Eis 

inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 4 mL Mojo-Puffer (Tabelle 3.1) bei 350  g und 4 °C 

für 5 min wurde das Zellpellet in 2,5 mL vorgekühltem Mojo-Puffer resuspendiert und für 

5 min in den Mojo-Magneten platziert. Der Überstand wurde abgenommen und die 

magnetische Separation zweifach wiederholt. 

Die Zellisolationsmethode nach dem MACS-Protokoll beinhaltete nach dem Fc-Block einen 

Waschschritt in MACS-Puffer (Tabelle 3.1) bei 350  g und 4 °C für 5 min. Anschließend 

wurden die Zellen mit dem Primärantikörper anti-CD14-FITC (Klon MIL2, 1:100) für 15 min 

bei 4 °C inkubiert und mit MACS-Puffer gewaschen. Die Markierung der Zellen mit 

magnetischen Partikeln (anti-Maus-IgG2a +b) erfolgte bei 4 °C für 15 min. Nach erneutem 

Waschen der Zellen und Resuspension des Zellpellets in 2,5 mL MACS-Puffer wurden 

magnetisch-markierte Zellen dreimal für je 5 min im Mojo-Magneten inkubiert, 

zwischendurch der ÜS abgenommen und die Zellen in frischem, vorgekühltem MACS-Puffer 

resuspendiert. 

Um die Reinheit nach magnetischer Separation vergleichend beurteilen zu können, wurden 

Zellen vor Anreicherung (PBMCs) und Zellen nach magnetischer Aufreinigung aus der 

Positiv-, sowie der Negativfraktion entnommen. Nicht-markierte Zellen aus der PBMC- und 

Negativfraktion wurden mit CD14-FITC bzw. für die Isolation mit CD172a mit CD172a-FITC 

nachgefärbt. Zellen aus der Positivfraktion waren bereits mit CD14-FITC markiert (MACS-

Methode) oder wurden mittels Sekundärantikörper (anti-Maus-IgG1-FITC) (Mojo-

Methode) angefärbt. Es wurde der Anteil an FITC-positiven Zellen in allen drei Fraktionen 

für jede Isolationsmethode mittels Durchflusszytometrie bestimmt (3.4.3). 

 

3.1.4  Kultivieren, Einfrieren und Auftauen von Leukozyten 

Die primären porzinen Monozyten, die mittels Positivselektion aus PBMCs gewonnen 

wurden, inkubierten jeweils zwei Tage bis zur Infektion mit ASPV bei 37 °C und 5 % CO2 im 

Brutschrank. Nicht für weitere Zwecke notwendige PBMCs wurden kryokonserviert. Jeweils 

2  108 PBMCs wurden in je 1 mL Einfriermedium (Tabelle 3.1) in Kryoröhrchen überführt, 

üN im Einfrierbehälter langsam auf -70 °C gekühlt und anschließend in den Stickstofftank 
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für die längerfristige Lagerung überführt. Das Auftauen dieser Kryokonserven erfolgte bei 

RT, PBMCs wurden mit etwa 4-facher Menge frischem Medium bei 350  g und 4 °C für 

5 min gewaschen und für weitere Zwecke aufbereitet. 

 

3.2  Herstellung von ASPV-Stocks 

3.2.1 Virusanzucht auf adhärenten Makrophagen 

Alle verwendeten ASPV-Isolate wurden auf primären porzinen Makrophagen generiert und 

titriert. Dafür wurden 2  108 PBMCs in 12 mL kaltem PBS-Puffer in eine T75-

Zellkulturflasche gegeben und zur Adhärenz von Monozyten für 1 h bei 37 °C inkubiert. 

Nicht-adhärente Zellen wurden mit warmem Medium vorsichtig abgenommen und 

adhärente Zellen für zwei Tage mit rpGM-CSF-haltigem Medium (2 ng/ mL in 

Kulturmedium) versetzt. Die Makrophagenkultur wurde mit je 1 mL ASPV inokuliert und 

5 Tage lang inkubiert. Um auch intrazelluläre Virionen ernten zu können, wurden die 

inokulierten Makrophagen durch eine Gefrier-Tau-Lyse bei -70 °C und RT aufgeschlossen. 

Der Zellkulturüberstand aus den Zellkulturflaschen wurde geerntet und Zelltrümmer bei 

600  g und 4 °C für 10 min pelletiert. Der nicht-pelletierte ÜS wurde aliquotiert, bei -70 °C 

gelagert und der Virustiter mittels Hämadsorption oder Immunfluoreszenz bestimmt. 

 

3.2.2  Virustitration mittels Hämadsorption und 

Immunfluoreszenz 

Die Virustitration wurde hauptsächlich mittels Hämadsorptionstest durchgeführt, der als 

Nachweis vermehrungsfähiger ASPV gilt. Der Test ist nur für hämadsorbierende ASPV-

Stämme (hier: ASPV Armenia2008, Estonia2014 und Benin97/1) geeignet, nicht 

hämadsorbierende Stämme (ASPV NHV und OURT88/3) wurden mittels Immunfluoreszenz 

titriert. Das Prinzip der Hämadsorption beruht auf der rosettenartigen Anlagerung von 

Erythrozyten um ASPV-infizierte Leukozyten (Abbildung 3.1), welche durch das 

Vorhandensein zweier viraler Proteine bestimmt wird: Ein CD2-Homolog (CD2v) zum 

Zelladhäsionsrezeptor auf T-Zellen und ein CD44-Homolog (Zelladhäsion und 

T-Zellaktivierung). Adhärente Makrophagenkulturen (s. 3.1.1) wurden dazu in einer 

Titrationsreihe im 96er-Lochplattenformat mit je 5  105 PBMCs pro Vertiefung mit 100 µL 
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des Virusstocks inokuliert und 24 hpi mit je 20 µL einer 1 %-igen Erythrozytensuspension in 

PBS (Erythrozyten vom selben Schwein) versetzt. Am darauf folgenden Tag beginnt die 

tägliche Auslesung der Lochplatte unter dem Lichtmikroskop: Hierbei wurde das 

Vorhandensein der Hämadsorption, das sich als rote Aggregate mit charakteristischem 

Aussehen zeigt, in der jeweiligen Verdünnungsstufe und als 4-fach Ansatz dokumentiert. 

Diejenige Vertiefung galt als positiv, in der die für das ASPV-spezifische Rosettenbildung 

auftrat. Der Titer wurde als TCID50 mithilfe der Spärmann-Kerber Formel berechnet (s.u.). 

Bei der Immunfluoreszenz-basierten Titrationsmethode erfolgte die Infektion ebenfalls in 

einer Titrationsreihe im 96er Lochplattenformat und im 4er Ansatz mit 

Makrophagenkulturen, die mit dem zu titrierenden ASPV-Stock inokuliert worden sind. 

48 hpi wurde der Zellkultur-ÜS aus der Lochplatte abgenommen und durch 100 µL Fixans 

(Tabelle 3.2) ersetzt. Nach Inkubation bei RT für 20 min wurden die fixierten Zellen in den 

Vertiefungen mit je 100 µL Permeabilisierungspuffer (Tabelle 3.2) gewaschen und mit p72-

FITC-markiertem Antikörper in Permeabilisierungspuffer für 1 h bei RT auf dem Schüttler 

vor Licht geschützt inkubiert. Die Antikörperlösung wurde gesammelt und mehrfach 

wiederverwendet, die Platte mit PBS gewaschen und unter dem Fluoreszenzmikroskop auf 

das Vorhandensein grüner Fluoreszenz analysiert. Positiv wurden alle Vertiefungen 

gewertet, bei denen spezifische grüne Fluoreszenz im Zellrasen auftrat (Abbildung 3.1), 

dafür zeigten nicht-infizierte Zellen kein Signal. Die Kalkulation des Titers erfolgte wie bei 

der Hämadsorption mithilfe der Spärmann-Kerber Formel (Tabelle 3.2). 

 

Tabelle 3.2 Verwendete Puffer zur Virustitration mithilfe der Immunfluoreszenz 

Name Zusammensetzung 

Permeabilisierungspuffer 0,1 % Saponin, 5 % FCS in PBS 

Fixierpuffer 3,7 % Formaldehyd in PBS bzw. ROTI® Histofix 

4% 

10  PBS 137mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4 x 2 

H2O, 

1,5mM KH2PO4 
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Spearmann/ Kaerber-Formel zur Berechnung des Virusgehaltes: 
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  dabei sind: 

KID50  mittlere KulturInfektiöse Dosen (bezogen auf 100 µL) 

x der log10 des reziproken Wertes der niedrigsten Verdünnung, bei der alle Reagenten 
noch 

 positiv (CPE) sind 
d der log10 des Verdünnungsfaktors, in diesem Fall d = 1,0 

ri die Anzahl der positiven Reagenten / Verdünnungsstufe beginnend mit der Stufe,  
wo alle Reagenten negativ sind bis zur niedrigsten Verdünnung, bei der alle positiv (x) 

sind 
ni die Anzahl der Reagenten je Verdünnungsstufe 

Abbildung 3.1: Hämagglutination (links) und Immunfluoreszenz-basierte Titration (rechts) von ASPV-
infizierten Zellkulturen. 

 

3.3  Infektion von primären porzinen Monozyten mit ASPV 

Die Infektion der primären porzinen Monozyten wurde, zur besseren Synchronisation der 

Infektion, durch Zentrifugation der Zellen bei 600  g, 37 °C und für 1 h durchgeführt. 

Kontrollproben von nicht-infizierten Monozyten wurden stets mitgeführt, indem sterile (2-

fach-0,1 µm -filtrierte) ÜS von infizierten-Zellen desselben Virus-Stocks zur Inokulation 

verwendet wurden. Nach Zentrifugation wurde das Medium durch Frisches, Vorgewärmtes 

ersetzt und die Zellen bis zur Analyse bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 
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3.3.1  Reinfektionsexperimente 

Zur vergleichenden Untersuchung der Infektiösität von ASPV Armenia2008 und 

Estonia2014 wurden einerseits Infektionsexperimente mit vorheriger „Infektion“ mit 

sterilen ÜS von Armenia2008 und Estonia2014 gemacht und andererseits nach 

vorangegangener Armenia2008-/ Estonia2014-Infektion eine Sekundärinfektion mit einem 

rot-fluoreszierendem Kenya-Virus durchgeführt. Im ersten Experiment wurden je 200 µL 

des sterilen Virus-ÜS (von Armenia2008 und Estonia2014) zu den Zellen gegeben und bei 

37 °C und 5 % COs für 24 h inkubiert, bevor die Infektion mit ASPV Armenia2008/ 

Estonia2014 bei einer MOI von 1 für weitere 24 h stattfand.  

Das zweite Experiment begann mit der ASPV Armenia2008-/ bzw. Estonia2014-Infektion 

der Zellen bei kleiner MOI (0,1) und schloss die Sekundärinfektion 24 hpi mit einem rot-

fluoreszierendem Kenya-Stamm ebenfalls für 24 hpi an. Kontrollzellen wurden vor der 

Sekundärinfektion mit Kenya nicht mit ASPV infiziert. Nachdem die rote Fluoreszenz in den 

Kavitäten im Fluoreszenzmikroskop beurteilt und dokumentiert wurde, wurden nach 

beiden Experimenten die Proben für die durchflusszytometrische Analyse der 

Infektionsrate mittels p72 geerntet und gefärbt (3.4.3). Für die Auswertung der 

Reinfektionsrate mit dem rot-fluoreszierenden ASPV Kenya-Stamm wurde der Anteil der 

Zellen mit positiver Fluoreszenz im PE-Kanal am BD FACSCanto II gemessen und auf die 

jeweilige Kontrolle (nur einfach, mit dem Kenya-Isolat, infizierte Zellen) relativiert. 

 

3.4  Zellbiologische Methoden 

3.4.1  Immunfluoreszenz 

Die Immunfluoreszenz ermöglicht die Untersuchung von Proteinen auf Einzelzellebene: 

Mithilfe spezifischer Antikörper können Protein-Protein-Interaktionen und auch Zell-

Pathogen-Interaktionen genauer analysiert und mittels Organellenfärbung lokalisiert 

werden. Durch die multiparametrische Färbung, die hier mit drei Farben möglich war, 

konnten auch Kolokalisationen untersucht werden. Für diese Untersuchungen wurden je 

106 Monozyten auf Deckgläschen in einer 24-Lochplatte kultiviert, infiziert (3.4) und 24 hpi 

für immunfluoreszenz-basierte Analysen präpariert. Dafür wurde das Medium aus den 

Kavitäten abgenommen und die Zellen für 1 h in Fixierpuffer bei RT (Tabelle 3.3) inkubiert 



Methoden 

 

53 

(Zeit der Probenausschleusung, Zellkulturplatten luftblasenfrei in Fixierpuffer). Für die 

Oberflächenfärbung wurden alle Puffer (Tabelle 3.3) ohne Saponin eingesetzt und somit 

wurden entsprechende Kavitäten nach dem Fixierschritt dreimal mit Waschpuffer (Tabelle 

3.3) gewaschen und folglich mit Primärantikörper in Blockpuffer für je 1 h bei RT auf dem 

Schüttler inkubiert. Nach Abnahme der Antikörperlösung und Waschen der Kavitäten 

dreimal für 5 min bei RT mit Waschpuffer wurde der Sekundärantikörper in Blockpuffer für 

30 min bei RT und vor Licht geschützt auf dem Schüttler inkubiert. Für die anschließende 

intrazelluläre Färbung wurden die Zellen für 10 min mit Waschpuffer (Tabelle 3.3) inkubiert 

und mit Primärantikörper in Blockpuffer für 1 h inkubiert. Nach dreimaligem Waschen für 

je 5 min mit Waschpuffer wurden die Proben mit Sekundärantikörper in Blockpuffer für 

30 min bei RT im Dunkeln gefärbt. Für die Kernfärbung wurden die Proben für 5-10 min bei 

RT im Dunkeln mit DAPI gefärbt, gewaschen und die trockenen Deckgläschen einzeln 

mithilfe einer Pinzette und Einbettmedium auf einem Objektträger eingedeckt, sowie üN 

zum Aushärten in einer Kammer im Dunkeln gelassen. Analysiert wurden die 

Immunfluoreszenzproben am Zeiss Axiovert 200/ Apotome Mikroskop bei einer 

Vergrößerung von 63 und Bilddateien anschließend mit der Fiji App (Image J) bearbeitet. 

Als Kontrollen wurden ungefärbte Zellen, einzeln gefärbte Zellen oder nur mit 

Sekundärantikörper gefärbte Proben mitgeführt. 

Tabelle 3.3 Für die Immunfluoreszenz verwendete Puffer 

Name Zusammensetzung 

Oberflächenfärbung 

Blockpuffer 5 % FCS in PBS 

Fixierpuffer 4 % PFA oder ROTI® Histofix 4% 

Waschpuffer PBS 

Intrazelluläre Färbung 

Blockpuffer 0,1 % Saponin, 5 % FCS in PBS 

Fixierpuffer 4 % PFA oder ROTI® Histofix 4% 

Waschpuffer 0,1 % Saponin in PBS 
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Immunfluoreszenzfärbung mittels PROTEOSTAT® Aggresome Detection Kit 

Schafft das Ubiquitin-Proteasom-System es nicht mehr alle markierten Proteine 

abzubauen, bilden sich zytoplasmatische Aggregate fehlgefalteter Proteine, die später 

durch Prozesse wie Autophagie eliminiert werden können. Um das Vorhandensein von 

Proteinaggregaten in ASPV-infizierten Monozyten untersuchen zu können, wurde ein 

Rotamer-Farbstoff verwendet. Dieser zeigt in Lösung intramolekulare Rotationen, die nach 

Anlagerung an quarternäre Strukturen von aggregierten Proteinen (cross-β spine) blockiert 

sind und somit eine starke Fluoreszenz des Farbstoffes detektierbar ist. Dieser Farbstoff 

aus dem PROTEOSTAT® Aggresome Detection Kit wurde in Immunfluoreszenzfärbungen 

und durchflusszytometrischen Analysen eingesetzt. Für Immunfluoreszenz-basiert 

Analysen der Aggresomen wurde die Fixierung und Permeabilisierung der Proben wie oben 

beschrieben durchgeführt. Zur Kernfärbung der Proben wurde je 1 µL „Hoechst 33342 

Nuclear Stain“, für die Aggresomen-spezifische Färbung je 2 µL „PROTEOSTAT® Aggresome 

Detection Reagent“ pro Milliliter „Assay Buffer“ eingesetzt und die Proben damit für 30 min 

bei RT und im Dunkeln gefärbt, gewaschen und (wie oben beschrieben) eingedeckt und 

analysiert. 

3.4.2  Transmissions-Elektronen-Mikroskopie (TEM) 

Die Methode der Elektronenmikroskopie erlaubt die Darstellung der Ultrastruktur von 

Zellen bis hin zu den kleinsten Virionen mit einem Durchmesser von 20-30 nm. Möglich 

wird dies durch die geringe Wellenlänge von Elektronen (2 pm bei 300 kV 

Beschleunigungsspannung) im Gegensatz zu sichtbarem Licht (mind. 400 nm). Dadurch 

werden Auflösungsbereiche von 0,12-0,3 nm erreicht. Die Präparation und Analyse der 

Proben mittels TEM fand im Rahmen dieser Arbeit im Labor von Frau Dr. Kati Franzke am 

FLI Riems (IMED) statt. 

Je 107 Monozyten wurden pro Kavität in einer 6er-Zellkulturplatte kultiviert, mit ASPV 

Armenia2008 oder Estonia2014 ( MOI 3) infiziert und diese 16 hpi durch Abschaben 

geerntet. Zellpellets wurden nach einem Waschschritt mit PBS bei 350  g und 4 °C für 

5 min in Natriumkakodylatpuffer (Tabelle 3.4) gewaschen und vorsichtig aufgeschüttelte 

Pellets in Fixierpuffer (Tabelle 3.4) für mind. 1 h (über die Zeit der Ausschleusung der 

Proben aus dem S3-Bereich) inkubiert. Die Zellen wurden anschließend in 1,8% low-melting 

Agarose (in Kakodylatpuffer) eingebettet, kleine Stückchen in 1 % wässriger 
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Osmiumtetroxidlösung nachfixiert und en bloc mit 1 % Uranylacetat in Ethanol kontrastiert. 

Nach stufenweiser Dehydrierung der Proben in Ethanol (30-100 %), wurden die Zellen in 

Propylenoxid optisch geklärt, mit Epoxidharz (Glycidether+MNA-DDSA+DMP-30) infiltriert 

und zur Polymerisierung bei 60 °C für 3 Tage inkubiert. Anschließend wurden 

Ultradünnschnitte (60-70 nm) mit dem Ultramicrotom hergestellt und auf TEM-Gittern 

(Dünnstegnetzchen) gesammelt. Abschließend wurden die Proben mit wässrigem 

Uranylacetat und Bleicitrat nachkontrastiert und mit dem 

Transmissionselektronenmikroskop Tecnai-Spirit bei einer Beschleunigungsspannung von 

80 kV analysiert. 

 

Tabelle 3.4 Für die TEM verwendete Puffer 

Name Zusammensetzung 

Natriumkakodylatpuffer pH 7.2 0,1 M Natriumkakodylat in ddH2O 

Fixierpuffer 2,5 % Glutaraldehyd in 

Natriumkakodylatpuffer  

3.4.3  Durchflusszytometrie 

Durchflusszytometrische Analysen erlauben die qualitative sowie die quantitative Analyse 

von oberflächengebundenen oder intrazellulären Strukturen. Der Einsatz spezifischer 

Antikörper erlaubt die Charakterisierung von Zellpopulationen, bspw. anhand der cluster 

of differentiation (CD)-Marker-Expression. Die Kopplung der Antikörper an 

Fluoreszenzfarbstoffe ermöglicht die quantitative Analyse (prozentual oder als mittlere 

Fluoreszenzintensität, MFI) der Proben. Durch Kombination von verschiedenen 

Fluoreszenzfarbstoffen und unterschiedlichen Antikörpern können in multiparametrischer 

Färbung z.B. am BD FACSCanto bis zu 8 verschiedene Parameter gemessen werden, 

zusätzlich werden Größe (Vorwärtsstreulicht, forward scatter, FSC) und Granularität 

(Seitwärtsstreulicht, side scatter, SSC) der Zellen gemessen.  

Die Durchflusszytometrie fand in dieser Arbeit folgende Anwendungen: 

• Bestimmung der Aufreinigungsquote nach magnetischer Separation von 

Monozyten, 

• Analyse von Oberflächen - und intrazellulären Markern von Monozyten, 

• Bestimmung der Infektionsrate in Re-Infektionsexperimenten, 

• Bestimmung der Recyclingrate des Glykoproteins CD172a 
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• Bestimmung der Proteintranslationsrate, 

• Analyse der Aggresomenbildung, 

• Analyse mitochondrialer Aktivität und 

• Analyse von Zytotoxizität auf ASPV-infizierte Monozyten mittels Annexin V/ PI-

Färbung 

Für diese Analysen wurden ASPV-infizierte Monozyten mit dem Zellschaber aus den 

Kavitäten geerntet, mit kaltem FACS-Puffer bei 350 × g und 4 °C für 5 min gewaschen und 

zur Oberflächenfärbung mit 100 µL Primär- und anschließend Sekundärantikörper in FACS-

Puffer für 15 min bei 4 °C im Dunkeln gefärbt. Nach der Fixierung der Proben mit 

Fixierpuffer (Tabelle 3.5) über die Zeit der Ausschleusung wurden die fixierten 

Zellsuspensionen im Permeabilisierungspuffer (Tabelle 3.5) gewaschen und intrazellulär 

gefärbt. Primär- und Sekundärantikörper zur Detektion intrazellulärer Epitope wurden 20 -

30 min bei 4 °C und im Dunkeln und in 100 µL Permeabilisierungspuffer gefärbt und 

anschließend am BD FACSCanto™ II oder der BD FACSDiva™ Software gemessen und mit 

FlowJo™ v10 analysiert. Alle Daten gehen von Einzelzellpopulationen, lebendigen 

Monozyten und anhand der p72-Expression von nicht-infizierten versus infizierten Zellen 

aus (Abbildung 3.2). Um unspezifische Fluoreszenzsignale auszuschließen, wurden immer 

ungefärbte Zellen und welche, die nur mit Sekundärantikörpern gefärbt worden sind, 

mitgeführt. 

 

Tabelle 3.5 Für durchflusszytometrische Analysen verwendete Puffer 

Name Zusammensetzung 

FACS-Puffer 0,1% NaN3, 0,1% FCS, 1mM EDTA in PBS 

True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer 

Set: Fixierpuffer und 

Permeabilisierungspuffer 

BioLegend, San Diego, USA 
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Abbildung 3.2 Gating-Strategie zur Auswertung von durchflusszytometrischen Analysen. 

 

CD172a Recyclingrate 

Die Analyse der Recyclingrate des Glykoproteins CD172a wurde mit Kontroll-, ASPV 

Armenia2008- oder Estonia2014-infizierten Monozyten 24 hpi durchgeführt. Hierfür 

wurden Monozyten aller drei Konditionen unbehandelt bzw. 8 Stunden vor Ernte mit 

Brefeldin A- (BFA, 5 µg/ mL) und Chloroquin- (Cln, 50 µM) behandelt. Nach 

Oberflächenfärbung mit CD172a und Fixierung konnte der Recyclingfaktor anhand der MFI 

von CD172a wie folgt berechnet werden: 

Recyclingfaktor = 
𝑀𝐹𝐼 𝐶𝐷172𝑎 (𝑢𝑛𝑏𝑒ℎ𝑎𝑛𝑑𝑒𝑙𝑡)

𝑀𝐹𝐼 𝐶𝐷172𝑎 (𝐵𝐹𝐴+𝐶𝑙𝑛−𝑏𝑒ℎ𝑎𝑛𝑑𝑒𝑙𝑡)
 

Die Turnoverrate wiederum konnte anhand des Recyclingfaktors wie folgt kalkuliert 

werden: 

Turnoverrate = 1-(
1

𝑅𝑒𝑐𝑦𝑐𝑙𝑖𝑛𝑔𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟
)  100 
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Proteintranslations-Kapazität mittels Protein Synthesis Assay Kit 

Monozyten mit blockierter Proteintranslation wurden durch Inkubation mit Cycloheximid 

(CHX) für 30 min bei 37 °C (1:1000 in Medium) generiert und stellten die Negativkontrolle 

in diesem Experiment dar. Die Proteintranslations-Kapazität der Monozyten nach ASPV-

Infektion galt es anhand dieser Kontrollen quantitativ und tierindividuell einzuordnen. 

Hierfür wurden Zellen aller vier Konditionen geerntet und für 30 min-1 h bei 37 °C mit der 

O-Propargyl-Puromycin (OPP)-Lösung aus dem Proteinsynthese Kit inkubiert. Dieses 

Puromycin-Analogon besitzt einen Alkinrest, ist zellpermeabel und wird in Zellen mit 

aktiver Proteintranslation am C-Terminus von translatierten Polypeptidketten eingebaut, 

die zum Abbruch der Translation führt. Diese verkürzten C-terminalen Alkin-markierten 

Proteine können weiterhin über Kupfer-katalysierte Click-Chemie nachgewiesen werden. 

Dazu wurden die gewaschenen und fixierten Zellpellets für weitere 30 min bei RT, im 

Dunkeln in je 1 mL der FAM-Azid-Lösung resuspendiert und nach weiteren Waschschritten 

intrazellulär mit p72 für die durchflusszytometrische Analyse gefärbt. Proteintranslations-

aktive Zellen wiesen anschließend eine starke Fluoreszenzintensität im FITC-Kanal auf, die 

dann tierindividuell mithilfe der Kontrollen ausgewertet wurde. 

 

Aggresomen-Bildung mittels PROTEOSTAT® Aggresome Detection Kit 

Für die Aufbereitung der Aggresomenproben wurden Zellen aus den Kavitäten geerntet, 

fixiert und die Proben für weitere Färbungen halbiert: Ein Teil der Proben wurde mit p72-

FITC gefärbt (intrazellulär) um die Infektionsrate der Proben zu kontrollieren. Die zweite 

Hälfte wurde mit dem Aggresomen-Farbstoff (1:1250 in Permeabilisierungspuffer) für je 

30 min bei RT und im Dunkeln inkubiert. Zusätzlich zu ASPV-infizierten und nicht-infizierten 

Kontrollzellen wurde zur quantitativen Messung von Aggresomen eine durch 

MG-132-behandelte Kontrolle mitgeführt, bei der Monozyten für 19 h bei 37 °C mit dem 

Proteasominhibitor MG-132 (6,6 µM) inkubierten. Der Aggresomenfaktor wurde wie folgt 

kalkuliert: 

Aggresomenfaktor = 
𝑀𝐹𝐼 𝑃𝐸 (𝑀𝐺132−𝑏𝑒ℎ𝑎𝑛𝑑𝑒𝑙𝑡𝑒 𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒)−𝑀𝐹𝐼 𝑃𝐸 (𝑢𝑛𝑏𝑒ℎ𝑎𝑛𝑑𝑒𝑙𝑡𝑒 𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒) 

𝑀𝐹𝐼 𝑃𝐸 (𝑀𝐺132−𝑏𝑒ℎ𝑎𝑛𝑑𝑒𝑙𝑡𝑒 𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒)
  100 
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In die Ergebnisse flossen nur Aggresomenfaktoren ein, bei der die Kalkulation mittels MG-

132-Kontrollprobe Werte > 25 ergab (Hersteller-Angabe). Analysiert wurden die 

Aggresomen-gefärbten Proben im PE-Kanal des BD FACSCanto™ II. 

Abbildung 3.3: Anstieg der Rotamer-spezifischen Fluoreszenz nach ASPV Armenia-Infektion. 

 

Mitochondriale Aktivität mittels MitoTracker® CMXROS 

Um die mitochondriale Aktivität der Monozyten nach ASPV-Infektion beurteilen zu können, 

wurde ein Farbstoff benutzt, der Mitochondrien in lebendigen Zellen in Abhängigkeit vom 

Membranpotential färbt. Das Pulver eines Röhrchens wurde in 94 µL DMSO resuspendiert 

und diese 1 mM Stammlösung 1:2000 in der entsprechenden Probe zur Färbung eingesetzt 

(Endkonzentration 500 mM). Dafür wurden Zellen geerntet und die Suspensionen mit je 

200 µL des Mitochondrien-spezifischen Farbstoffes in Medium bei 37 °C für 45 min 

inkubiert, anschließend mit frischem, warmem Medium gewaschen und für 20 min fixiert. 

Der Farbstoff weist ein für den Texas-Red-Kanal optimales Emissionsspektrum auf, sodass 

Proben an der BD LSRFortessa gemessen worden sind. Zusätzlich zu den o.g. Proben 

wurden nicht-infizierte Kontrollzellen üN mit 50 µM CCCP-behandelt. Die Zellen dieser 

Negativkontrollprobe weisen eine beeinträchtigte ATP-Synthese in Mitochondrien 

aufgrund eines gestörten Protonengradienten in den Mitochondrien auf, der zelluläre 

Metabolismus ist hier durch CCCP beeinträchtigt und der Zelltod induziert. Zur 

Quantifizierung der mitochondrialen Aktivität wurden die MFIs ASPV-infizierter Zellen 

jeweils ins Verhältnis zur MFI der Positivkontrolle gesetzt. 
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Annexin V/ Propidiumiodid (PI)-Färbung zur Untersuchung von Apoptose und Nekrose 

Während der Apoptose transloziert Phosphatidylserin (PS) in der Membran apoptotischer 

Zellen von innen nach außen, welches durch die Bindung von Annexin V auf der 

Zelloberfläche nachgewiesen werden kann. Doch auch während der Nekrose kann es zur 

Bindung von Annexin V an PS kommen, da es durch die Nekrose zum Verlust der 

Membranintegrität kommt, die Zellen werden permeabel. Zur genauen Bestimmung von 

apoptotischen versus nekrotischen Zellen kombiniert man Annexin V mit PS in einer 

Färbung von Zellen und bestimmt einzeln positive Zellen als apoptotisch, wenn sie 

Annexin V-positiv oder nekrotisch, wenn sie doppelt positiv (Annexin V- und PI-positiv) 

sind. Lebendige Zellen zeigen dabei keine positiven Fluoreszenzsignale und sind doppelt 

negativ. Für die Analyse toter Zellen nach Infektion durch Zentrifugation bei 600  g für 1 h 

und 37 °C wurden je 106 Monozyten pro Kavität in einer 24er-Lochplatte kultiviert und 

diese direkt vor Zentrifugation und 24 h danach durch Abschaben geerntet und aufbereitet. 

Die Zellen wurden zweimal mit je 2 mL 1 Annexin V-Bindepuffer bei 350 × g und 4 °C für 

5 min gewaschen und mit Annexin V APC-Färbelösung für 15 min bei 4°C gefärbt. Nach 

erneutem Waschen der Zellen mit Annexin V-Bindepuffer wurden die Zellpellets mit je 2 µL 

PI-Reagenz in 100 µL Annexin V-Bindepuffer versetzt und die Signale im APC bzw. PE-Kanals 

am BD FACSCanto II gemessen. 

 

Tabelle 3.6 Für die Annexin V/ PI-Färbung eingesetzte Puffer und Reagenzien 

Name Zusammensetzung 

10  Annexin V-Bindepuffer (pH 7,4) 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2 in 

ddH2O 

1  Annexin V-Bindepuffer 10  Annexin V-Bindepuffer (pH 7,4) 1:10 in ddH2O 

Annexin V APC-Färbelösung 2,5 µL Annexin V APC in 1  Annexin V-Bindepuffer 
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3.4.4  Zellproliferationsassay WST-1 

Das wasserlösliche Tetrazoliumsalz des WST-1-Reagenzes (2-(4-Jodphenyl)-3-(4-

nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium-Na-Salz) wird in metabolisch-aktiven 

Zellen zunehmends durch mitochondriale Dehydrogenasen in Formazan gespalten. Die 

Menge an entstandenem Formazan in einer Probe ist also äquivalent zur metabolischen 

Aktivität der Zellen aus der Probe und kann photometrisch gemessen werden. Zur 

Bestimmung der Zellvitalität mittels WST-1 wurden die Kontroll- bzw. ASPV-infizierten 

Monozyten mit 10 µL des WST-1-Reagenzes pro Kavität in einer 96-Lochplatte mit 5  105 

Zellen in 100 µL Medium pro Kavität für 30 min bei 37 °C inkubiert. Tote Zellen wurden 

vorher durch Inkubation mit 10 µL 10X-Lysepuffer (9 % Triton® X-100 in Wasser) für 20 min 

bei 37 °C generiert und fungierten hier als Negativkontrolle zu vitalen nicht-infizierten 

Kontrollzellen (Positivkontrolle). Die Absorption bei 450 nm von Triplikaten wurde 

anschließend am Tecan Infinite® 200 PRO gemessen. Hintergrundabsorptionen von 

Kavitäten, die nur Medium enthielten, wurden von allen Werten subtrahiert und der 

Mittelwert aller Triplikate schließlich ins Verhältnis zum Mittelwert der Positivkontrolle 

gesetzt. 

 

3.5  Proteinbiochemische Methoden 

3.5.1  Herstellung von Zelllysaten 

Für die Herstellung von Lysaten aus ASPV- bzw. nicht-infizierten Monozyten wurden je 107 

primäre porzine Monozyten pro Kavität einer 6er-Lochplatte 24 hpi durch Abkratzen 

geerntet und die Zellsuspension dreimal mit PBS bei 350 × g und 4 °C für 5 min gewaschen. 

Die Lyse der Zellen erfolgte durch Resuspension des trockenen Pellets aus je 3  107 Zellen 

in 100 µL Nagaraj-Puffer (Tabelle 3.7) und anschließendem Erhitzen der Probe bei 95 °C 

und 10 min auf dem Heizblock. Als Zusatz zum Lysepuffer wurde für die Analyse von 

Caspase-3 ein Protease-Inhibitor-Cocktail (PhosSTOP™) verwendet. Nach Zentrifugation 

des Lysates bei 14000 × g für 1 min wurde der zelltrümmerfreie ÜS in einem neuen 

Reaktionsgefäß gesammelt und zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
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3.5.2  Bearbeitung von Zellkulturüberständen für die 

SDS-PAGE 

Für den Nachweis von löslichem CD172a (sCD172a) in Zellkulturüberständen (ÜS) von ASPV 

Armenia2008- oder Estonia2014-infizierten primären porzinen Monozyten bzw. nicht-

infizierten Kontrollzellen wurde der ÜS aus den Kavitäten der Lochplatten 24 hpi 

abgenommen und in einem Rekationsgefäß gesammelt. Zur Inaktivierung der Proben und 

Ausschleusung aus dem S3-Bereich wurden die ÜS 1:10 mit 1 % SDS-Lösung (in ddH2O) 

versetzt, gemischt und im ThermoMixer® bei 95 °C für 5 min inkubiert. Bis zur Verwendung 

in der SDS-PAGE wurden die Proben bei -20 °C gelagert. 

 

3.5.3  EndoH assay 

Das Prinzip der enzymatischen Spaltung von Proteinproben mittels Endoglykosidase H 

(EndoH) liegt in der N-Glykosylierung von Proteinen am ER und Golgi begründet. Ko- oder 

posttranslational liegen Proteine am ER stark mannosyliert vor, wohingegen diese nach 

weiterer Prozessierung am Golgi komplex glykosyliert vorliegen, d.h. eine Vielzahl an 

anderen Oligosacchariden binden an das Protein. Diese Prozessierung der Glykosylierung 

von Proteinen vom ER zum Golgi ändert auch die Sensitivität der Glykoproteine für die 

 

Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der EndoH-Sensititvität und der daraus hervorgehenden 
zellulären Lokalisation von Glykoproteinen (https://www.promegaconnections.com/endo-h-application-
monitoring-protein-trafficking/) 
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Spaltung durch Enzyme: ER-assoziierte, stark mannosylierte Glykoproteine sind EndoH-

sensitiv, wohingegen komplex-glykosylierte Proteine am Golgi EndoH-insensitiv sind 

(Abbildung 3.4). Die PNGase hingegen spaltet beide Formen der Glykoproteine, was sich in 

der SDS-PAGE sichtbar machen lässt. Zur Analyse der Glykosylierung von Glykoproteinen 

wie CD172a oder SLA I mittels EndoH wurden je 10 µL Zelllysat mit 20 µL EndoH-Puffer 

(Tabelle 3.7) für 30 min und 400  rpm im ThermoMixer® inkubiert bevor EndoH-

behandelte Proben mit je 7,5 U EndoH-Enzym versetzt wurden. Diese enzymatische 

Spaltung der Proben fand üN bei 37 °C und 400  rpm im ThermoMixer® statt. Zusätzlich 

dazu wurden nicht enzymatisch-gespaltene Kontrollproben (ohne EndoH-Enzym), die in 

EndoH-Puffer üN inkubierten, generiert. Für jedes biologische Replikat wurde eine 

Positivkontrolle, mit Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F) behandelte nicht-infizierte 

Monozyten, mitgeführt. Für den PNGase F-Verdau wurden ebenfalls 10 µL Lysat eingesetzt, 

die mit 2 µL PNGase F-Puffer und 1 µL Enzym für 10 min bei 50 °C inkubiert wurden. Proben 

für dieses Experiment wurden jeweils frisch angesetzt und direkt im Immunoblot 

weiterverwendet. 

 

Tabelle 3.7 Für das EndoH-Experiment verwendete Puffer 

Name Zusammensetzung 

5 Probenpuffer 6 mL 10 % SDS, 3,75 mL 1 M Tris pH 6,8, 9 mg 

Bromphenolblau, 1,16 mg DTT, 4,5 mL Glycerol, auf 15 mL 

mit ddH2O auffüllen 

EndoH-Puffer pH 5,5 50 mM Trinatriumcitrat, 0,1 M β-Mercaptoethanol, 0,1 % 

SDS in ddH2O  

Nagaraj-Puffer  2 % SDS in 100 mM Tris in ddH2O, pH 8,0 

 

3.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die SDS-PAGE dient der Analyse von Proteinen aus Proteingemischen, die mittels 

Elektrophorese aufgetrennt und anschließend anhand ihres Molekulargewichtes analysiert 

werden können. Als Trennmedium fungiert das Polyacrylamidgel, dessen Gitterstruktur die 

Proteine bei angelegter Spannung durchlaufen. Durch das Natriumdodecylsulfat (SDS) im 

Probenpuffer, welches sich an die Proteine anlagert und ihre positiven Ladungen 
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überdeckt, entstehen negative Ladungen, die zusammen mit dem Erhitzen der Proben zur 

Linearisierung der Proteine führen. Zusätzlich fördert β-Mercaptoethanol im 

reduzierenden Ladepuffer die Bildung von denaturierten Monomeren durch Spaltung von 

Disulfidbrücken. Anhand eines Größenmarkers kann das Molekulargewicht der 

Proteinbanden (in kDa) bestimmt werden. Hierfür wurden 10 µL Lysat 1:1 mit 2 

Probenpuffer bzw. der EndoH-Ansatz des Lysates oder die Zellkultur-ÜS 1:5 mit 

5 Probenpuffer gemischt und für 10 min im ThermoMixer® bei 95 °C inkubiert. Die Proben 

wurden anschließend parallel mit 5 µL eines Größenmarkers (PageRuler Prestained 

Protein Ladder) zur elektrophoretischen Auftrennung in die Taschen eines Polyacrylamid-

Gels (Tabelle 3.8) geladen und in 1 E-Puffer mit 0,1 % SDS bis die Farbmarkerfront das 

untere Ende des Gels erreicht hat, bei konstanten 120 V laufen gelassen.  

 

Tabelle 3.8 Polyacrylamidgel-Zusammensetzung 

 4 % Sammelgel 7,5 % Trenngel 10 % Trenngel 15 % Trenngel 

H2O 6,1 mL 15 mL 12 mL 7 mL 

1,5 M Tris pH 8,8  - 7,5 mL 7,5 mL 7,5 mL 

0,5 M Tris pH 6,8  2,5 mL - - - 

Rotiphorese Gel 30 1,3 mL 7,5 mL 10 mL 15 mL 

10 % SDS  100 µL 300 µL 300 µL 300 µL 

APS 10 % 100 µL 200 µL 200 µL 200 µL 

TEMED 20 µL 30 µL 30 µL 30 µL 

 

3.5.5  Immunoblotanalyse 

Der Proteintransfer vom Polyacrylamidgel auf die Nitrozellulosemembran 

(0,2µm Porengröße) erfolgte in Transferpuffer bei 500 mA für 30 min. Die Membran 

erlaubt anschließend die Markierung von Proteinen mit spezifischen Antikörpern, anhand 

derer die Expression des zu analysierenden Moleküls quantifiziert werden kann. Zur 

Normalisierung dieser wird immer eine sogenannte Ladekontrolle mitgeführt, bspw. 

GAPDH, β-Aktin oder Vinculin, welche eine hohe konstitutive und gleichbleibende 

Expression in Zellen aufweisen. Um zu überprüfen ob Proteine auf die Membran 

übertragen worden sind, wurde eine reversible Färbung der Membran mit 10 %iger 
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Ponceau-S-Rot-Lösung (Tabelle 3.9) durchgeführt. Dabei bindet der Farbstoff positiv-

geladene Aminogruppen von Proteinen, was in Form von roten Proteinbanden bereits nach 

5 min Inkubation bei RT auf dem Schüttler und kurzer Entfärbung mit ddH2O zu erkennen 

ist. Restliche Farbreste auf der Membran werden mit Waschpuffer entfärbt und die 

Membran zur Sättigung freier Bindungsstellen in Blockpuffer (Tabelle 3.9) für 1 h bei RT 

inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Blockpufferreste von der Membran mit 

Waschpuffer für je 5 min erfolgt die Inkubation mit dem Primärantikörper in Färbepuffer 

(Tabelle 3.9) üN bei 4 °C. Nicht-gebundener Antikörper wurde durch dreimaliges Waschen 

mit Waschpuffer für 5 min bei RT entfernt und die Membran für mind. 30 min bei RT auf 

dem Schüttler mit dem speziesspezifischen und Meerrettichperoxidase (horseradish 

peroxidase, HRP)-gekoppelten Sekundärantikörper in Färbepuffer inkubiert. Zur Detektion 

der Antikörper-markierten Proteine wurden die Membranen nach erneutem Waschen für 

je 1 min mit enhanced chemiluminescence (ECL)-Lösung bei RT inkubiert. Hierfür wurde die 

„ECL Western Blotting Substrate“-Lösung von Biorad verwendet und beide Lösungen 

(A & B) 1:1 miteinander gemischt. Die Lumineszenz-Signale entstehen durch Umsetzung 

von Luminol, welches durch Wasserstoffperoxid katalysiert und von dem am 

Sekundärantikörper gebundenen Enzym HRP oxidativ umgesetzt wird. Diese Signale 

wurden anschließend mithilfe des digitalen Systems der ChemiDoc MP image Systems, dem 

Fusion FX oder manuell durch Belegung der Membran mit einem Röntgenfilm und dem 

automatischen Röntgenfilmentwickler Compact2 sichtbar gemacht. Im Anschluss wurde 

die Membran dreimal für je 5 min mit Waschpuffer gewaschen um Reste der ECL-Lösung 

zu entfernen. Eine erneute Färbung der Membran mit anderen Antikörpern konnte durch 

Inkubation der Membran mit Strip-Puffer (Tabelle 3.9) für 20 min bei RT auf dem Schüttler 

und anschließendem Waschen mit Waschpuffer ermöglicht werden, wodurch gebundene 

Antikörper von der Membran gelöst wurden. 
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Tabelle 3.9 für die SDS-PAGE und die Immunoblotanalyse verwendete Puffer 

Name Zusammensetzung 

10  E-Puffer 250 mM Tris (30,3 g/L), 1,9 M Glycin (142,6 g/L) in 

ddH2O 

2 Probenpuffer  10 mL 10 % SDS, 10 mL Glycerol, 12,5 mL 0,5 M Tris 

(pH 6,8), 17,5 mL ddH2O, 7 % β-ME, einige Kristalle 

Bromphenolblau 

Blockpuffer 5 % Milchpulver in PBST 

Elektrophoresepuffer 0,1 % SDS in 1 -E-Puffer in ddH2O 

Färbepuffer 10 % FCS in PBST 

Ponceau-S-Rot-Puffer 0,5 % Ponceau-S-Rot, 5 % Eisessig in H2O 

Strip-Puffer pH 2,0 200 mM Glycin, 1 % SDS in H2O 

Transferpuffer 1 -E-Puffer 

Waschpuffer/ PBST 0,4 % Tween-20 in PBS 

 

3.5.6  Binding Assay 

Um die Interaktion von löslichen Bestandteilen, genauer sCD172a, aus dem ÜS von ASPV-

infizierten Monozyten mit dem ASPV zu untersuchen, wurde virus-freier, steriler ÜS mit 

„reinem“, durch Ultrazentrifugation aufgereinigtes Virus, inkubiert und die aufgereinigten 

Virionen später auf einer Nitrozellulosemembran auf das Vorhandensein von sCD172a 

untersucht. Hierfür wurden je 500 µL ASPV Armenia2008 oder Estonia2014 (mit Titer 

TCID50 = 106/ mL) in sterile Ultrazentrifugenröhrchen pipettiert, mit PBS auf 35 mL 

aufgefüllt und in der Ultrazentrifuge bei 20.000 rpm und 4 °C für 45 min pelletiert. Das 

Virus-haltige Pellet wurde mit je 2 mL des virusfreien Kontroll-, Armenia2008- oder 

Estonia2014-ÜS resuspendiert und in einer Zellkulturplatte im Brutschrank bei 37 °C für 2 h 

inkubiert. Anschließend wurden die Proben aus den Kavitäten entnommen und die 

Probenkavitäten mit PBS gespült, beides in ein Ultrazentrifugenröhrchen überführt und 

erneut in der Ultrazentrifuge bei 20.000 rpm und 4 °C für 45 min zentrifugiert. Das trockene 

Pellet wurde in 20 µL sterilem PBS resuspendiert und zweimal je 10 µL tropfenförmig auf 

eine trockene, vorher für 1 h bei RT in Blockpuffer (Tabelle 3.9) inkubierte, 

Nitrozellulosemembran aufgetragen. Nachdem alle Proben gleichmäßig in Reihe 
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aufgetragen worden sind, wurde die Membran für 30 min bei RT vollständig trocknen 

gelassen. Anschließend folgte eine üN-Inkubation mit dem Primärantikörper CD172a 

(BL1H7) in 5 % FCS in PBST bei 4 °C, bevor mit dem Sekundärantikörper bei RT auf dem 

Schüttler für 30 min inkubiert wurde. Zur Signaldetektion wurde die Membran schließlich 

für 1 min mit ECL-Lösung benetzt und im Fusion FX aufgenommen, die Signalintensitäten 

mit ImageJ quantifiziert. 

 

3.6  Molekularbiologische Methoden 

3.6.1  RNA-Isolation aus ASPV-infizierten Monozyten 

Für die RNA-Extraktion und anschließende PCR-basierte Analysen wurden Proben 

6 – 72 hpi nach Infektion mit ASPV Armenia2008 oder Estonia2014 (MOI 1) verwendet. 

Dafür wurden je 2  106 Zellen pro Kavität in einer 12er-Lochplatte kultiviert, der 

Zellkulturüberstand abgenommen und bei -20 °C gelagert. Der trockene Zellrasen wurde 

durch Zugabe von 750 µL TriZOL lysiert und in Reaktionsgefäßen gesammelt. Nach Zugabe 

von je 150 µL Chloroform und gutem Mischen der Proben durch Invertieren ergab sich 

während der Inkubation auf Eis für 2-3 min und Zentrifugation für 15 min und 4 °C und 

12.000  g eine Phasentrennung. Die obere wässrige Phase (RNA-haltig) wurde 

anschließend so abgenommen, dass weder Anteile der Interphase (DNA-haltig, trüb) noch 

Anteile der organischen Phase (violett, proteinhaltig) verwendet wurden. Zur RNA-

Präzipitation wurden 375 µL Isopropanol zur abgenommenen Phase gegeben, gemischt 

und für 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation bei 12.000  g und 4 °C für 10 min 

wurde der ÜS abpipettiert und das gelartige weißliche RNA-Pellet in 750 µL Ethanol (75 %ig) 

resuspendiert und bei 7500  g, 4 °C für 5 min zentrifugiert. Das RNA-Pellet wird 

anschließend luftgetrocknet und in 20 – 50 µL RNAse-freiem Wasser durch Pipettieren 

resuspendiert. Zusätzlich werden die Proben für 15 min bei 55 °C im ThermoMixer® 

inkubiert um restliches Ethanol zu entfernen. Die RNA-Konzentration der RNA-Proben 

(Absorption bei 260 nm) und die Reinheit der RNA (A260/ A280) wurde anschließend am 

Nanodrop gemessen und die Proben bis zur Verwendung bei -70 °C gelagert.  

Diese RNA-Proben wurden zur weiteren Analyse mittels qRT-PCR von Dr. Gang Pei am FLI 

Riems (IfI) bearbeitet und analysiert. 
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3.6.2  Genexpressionsanalysen mittels qRT-PCR 

Für die reverse Transkription von RNA in cDNA wurde je 1 μg RNA für die Reaktion mit dem 

iScript cDNA Synthesis Kit (Biorad) verwendet. In 20 µL Reaktionsansatz wurden 4 µL 

5 iScript Reaktionsmix, 1 µL der iScript reversen Transkriptase mit insgesamt 15 µL RNA 

und RNAse-freiem Wasser gemischt und in einem Thermocycler mit folgendem Protokoll 

inkubiert: Priming für 5 min bei 25 °C, Reverse Transkription für 20 min bei 46 °C und die 

Reverse Transkriptase-Inaktivierung für 1 min bei 95 °C mit anschließender Lagerung der 

Probe bei 4 °C bis zur Anwendung von je 2 µL in der qRT-PCR. Hierfür kamen EvaGreen® 

DNA-Fluoreszenzfarbstoff (Jena Bioscience) (0,5 µM), ROX als interner Referenzfarbstoff 

(Jena Bioscience, 50 mM) und die NEB Taq DNA Polymerase (NEB) zum Einsatz. Alle 

Reaktionen der qRT-PCR liefen unter folgenden Konditionen: 95 °C für 5 min und (95 °C für 

20 s, 60 °C für 60 s) für 45 Zyklen. Der mittlere threshold cycle (Ct) wurde für alle weiteren 

Berechnungen mit der ΔΔCT-Methode angewendet. Die Genexpression wurde mittels 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) normalisiert und ein Vielfaches der 

Expressionsrate (bezogen auf die jeweilige Kontrolle) kalkuliert. Für jedes Experiment 

wurden zwei technische Replikate angefertigt. 

 

3.6.3  Genexpressionsanalysen auf Transkriptomebene 

mRNA-Isolation 

Unter Einsatz von Next Generation Sequencing (NGS) konnten in Kooperation mit dem 

Labor Dr. Dirk Höper/ bzw. Dr. Florian Pfaff im IVD (Institut für Virusdiagnostik) am FLI 

Riems Veränderungen der Genexpression auf Einzelgenebene in ASPV-infizierten 

Makrophagen analysiert werden. Um zu untersuchen, ob ASPV Einfluss auf die mRNA-

Genexpression in primären porzinen Makrophagen nimmt, wurden mittels α-CD172a-

Antikörper sortierte Monozyten für zwei Tage mit rpGM-CSF (5 ng/ mL) bei 37 °C und 5 % 

CO2 inkubiert und mit ASPV Armenia2008 oder Estonia2014 (MOI 0,1) infiziert. 24 hpi 

wurden nicht-infizierte Kontrollzellen, sowie ASPV Armenia2008- oder Estonia2014-

infizierte Makrophagen durch Zugabe von TRIzol-Reagenz aus den Kavitäten geerntet. Als 

Kontrolle des Einflusses der Infektionsmethode durch Zentrifugation auf die Genexpression 

wurde eine nicht-zentrifugierte, nicht-infizierte Kontrolle mitgeführt. Das 

Zellkulturmedium wurde aus den Kavitäten abgenommen und der Zellrasen von 2  106 
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Makrophagen pro Kavität einer 6er-Lochplatte mit je 750 µL TRIzol-Reagenz benetzt und 

die lysierten Zellen als Suspension zweier gepoolter Kavitäten gesammelt. Die darin 

enthaltene RNA wurde durch Zugabe von je 300 µL Chloroform zu jeder 1,5 mL-TRIzol-

Probe, Invertieren des Gemisches und Zentrifugieren (3.6.1) innerhalb einer 

Phasentrennung von DNA und Proteinen separiert. Die wässrige, RNA-haltige Phase wurde 

abgenommen und 1:1 mit 100 % Ethanol gemischt und zur weiteren Aufreinigung mittels 

RNeasy Mini Kit nach Herstellerangaben prozessiert. Dabei fand auch ein DNase-Verdau 

mit dem RNase-Free DNase Set nach Herstellerangaben statt. Die Quantität und Qualität 

gewonnener RNA konnte anschließend mittels NanoDrop 1000 und RNA 6000 Pico Chips 

am Agilent 2100 Bioanalyzer gemessen und beurteilt werden. Dabei wurde besonders die 

Reinheit der RNA-Proben anhand der 260/280 und 260/230 nm Quotienten sowie die RNA-

Integritäts-Zahl (RNA Integrity Number (RIN)), welche Hinweis auf die RNA-Degradation 

gibt, überprüft. Im Anschluss wurde polyadenylierte mRNA aus je 1-3 µg der 

aufgereinigten, die Qualität entsprechend geprüfte, RNA mithilfe des Dynabeads mRNA 

DIRECT Micro kit aufgereinigt. Hierbei wurde als interne Kontrolle eine ERCC ExFold RNA 

Spike-In mix 1 RNA-Kontrolle (Invitrogen) in allen weiteren Schritten mitgeführt. 

 

Erstellung der Library zur Sequenzierung 

Für die Aufbereitung der Volllängen-Transkriptom-Bibliotheken (whole transcriptome 

libraries) wurde das Ion Total RNA-Seq Kit v2 nach Herstellerangaben verwendet. Dabei 

wurde die mRNA zunächst fragmentiert, Enden mit speziellen Adaptern ligiert, hybridisiert 

und die RNA-Fragmente in cDNA umgeschrieben.  

Dabei wurden je 1-100 ng mRNA, die ERCC spike-in-Kontrolle enthaltend, mit RNase III für 

10 min bei 37 °C behandelt und entstandene mRNA-Fragmente mithilfe von Magnetic Bead 

Cleanup Module aufgereinigt, sowie die Größenverteilung der Fragmente mittels Agilent 

2100 Bioanalyzer kontrolliert. Nach Ligation von Adaptern an die Enden fragmentierter 

mRNA, sowie Hybridisierung der Fragmente, wurde die RNA unter Einsatz einer SuperScript 

III reversen Transkriptase in komplementäre cDNA umgeschrieben. Nach Aufreinigung und 

Amplifikation entsprechender cDNA durch Einsatz von Platinum™ PCR SuperMix High 

Fidelity für 14 Zyklen einer PCR mit Primern zur Generierung entsprechender Barcode-

libraries erfolgte eine weitere Aufreinigung der amplifizierten und mit Barcodes 

versehenen cDNA. Diese Aufreinigung erfolgte nach Herstellerangaben des Ion Total RNA-
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Seq Kit v2 kits mit anschließender Kontrolle der Größenverteilung der cDNA mittels Agilent 

2100 Bioanalyzer und des DNA 7500 kit.  

Alle so generierten libraries zur Sequenzierung (Abbildung 3.5) wurden weiterhin mittels 

KAPA Library Quantification Kit Ion Torrent anhand eines CFX96 Real-Time PCR 

Detektionssyems quantifiziert und äquimolar gepoolt. Zur Sequenzierung kam das Ion S5XL 

Sequenziersystem mit dem Ion 540 OT2 kit und entsprechender Chips für die 

Sequenzierung von je 200  Basenpaar-Länge zum Einsatz. Schließlich unterlief jede erstellte 

library jeweils zwei unabhängigen Sequenzierdurchläufen bis zur Analyse der Daten, 

welche durch Dr. Florian Pfaff und Dr. Dirk Höper durchgeführt worden sind. 

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der Probenaufbereitung für die NGS-basierte Sequenzierung. 

 

3.7  Statistische Analyse 

Die Analyse der generierten Daten wurde mit GraphPad Prism 6 durchgeführt. 

Unterschiede in den Datensätzen, v.a. zwischen den beiden Konditionen ASPV Armenia und 

ASPV Estonia wurden durch die Anwendung des ungepaarten t-Tests mit einem 

Signifikanzlevel von α = 0,05 auf Signifikanz getestet. Bei Experimenten mit mehreren 

Datensätzen bspw. in einer Kinetik in qRT-PCR-Analysen wurde der Two-Way-ANOVA mit 

multiple comparisons angewendet. Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant (*), 

p < 0,01 als hoch signifikant (**) und p < 0,001 (***) sowie p < 0,0001 (****) als extrem 

signifikant gekennzeichnet. Dargestellt sind die Mittelwerte. 
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4. Ergebnisse 

Seit dem Eintrag der Afrikanischen Schweinepest (ASP) in europäische Staaten zirkulieren 

Virusstämme mit unterschiedlicher Virulenz. Es ist ein breites Spektrum klinischer Verläufe bei 

domestizierten Haus- und europäischen Wildschweinen nach ASP-Infektion zu beobachten: 

Perakute bis akute Formen der ASP mit hämorrhagischem Fieber und nahezu 100 %iger 

Letalität innerhalb weniger Tage treten ebenso auf, wie chronische oder asymptomatische 

Verläufe [39,62,90,119]. Dabei schützen niedrig-virulente ASP-Stämme Schweine vor letaler 

Belastungsinfektion mit homologen, virulenteren Isolaten [182–184,202]. Zudem geht aus 

Immunisierungsstudien hervor, dass die zelluläre adaptive Immunantwort eine bedeutende 

Rolle als protektiver Faktor hat und neutralisierende Antikörper allein keinen ausreichenden 

Schutz gewähren [147,151,152,203]. Das innate Immunsystem initiiert die schützende 

Immunreaktion des adaptiven Immunsystems. Um die Beeinflussung dieser Abwehrreaktion 

Virus-infizierter Wirtszellen genauer zu beschreiben und eine mögliche Korrelation zwischen 

ASP-Virusstämmen und ihrem Immunsubversionspotential aufzuzeigen, wurde im Rahmen 

dieser Promotionsarbeit die Interaktion von hoch- (ASPV Armenia2008, kurz Armenia) und 

niedrigpathogenen ASP-Stämmen (ASPV Estonia2014, kurz Estonia) mit primären porzinen 

Monozyten untersucht. 

4.1  Etablierung eines in vitro ASPV-Infektionsmodells mit primären 

porzinen Monozyten 

In bisherigen Studien wurden hauptsächlich vergleichsweise artifizielle Infektionsmodelle 

verwendet [99,175,204–206]. Immortalisierte Zelllinien verschiedener Spezies wurden mit 

Zellkultur-adaptierten ASPV-Stämmen infiziert [99,175,204–206]. Daher lag der Fokus dieser Arbeit 

auf primären porzinen Zellen, die mit nicht-Zellkultur-adaptierten, den Feldviren ähnlicheren 

ASPV-Isolaten infiziert wurden. Ein Ziel war hierbei, infektionsbiologische Zellanalysen unter 

Bedingungen zu ermöglichen, die physiologisch denen des Tiermodells ähneln. Hierfür wurde 

zunächst ein Protokoll für die Isolation primärer porziner Monozyten/ Makrophagen etabliert. 

Diese Wirtszellen der ASPV kommen monozytär im peripheren Blut oder als gewebsständige 

Makrophagen vor. Um ausreichend Zellmaterial für geplante experimentelle Studien zu 

gewinnen, wurden Monozyten aus dem Blut von Hausschweinen ausgewählt. Ferner wurde 

auf einen hohen Reinheitsgrad der präparierten Monozyten in den Experimenten geachtet, 
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da bei einem heterogenen Zellgemisch bestimmte infektionsbiologische, zelluläre und 

immunologische Effekte nur schwer oder überhaupt nicht detektierbar sind. 

 

4.1.1  Sortierung von Monozyten mittels anti-CD14 bzw. CD172a-

Antikörper und magnetischer Beads 

Aus EDTA-Blut gesunder Blutspenderschweine wurden mononukleäre Zellen des peripheren 

Blutes (PBMCs) für die Monozyten-Isolation gewonnen (Kapitel 3.1.1). Zur Etablierung eines 

ASPV-Infektionsmodells wurden anschließend mithilfe spezifischer Antikörper und 

magnetischer Beads Monozyten nach dem Prinzip der Positivselektion isoliert (Kapitel 3.1.2). 

Für diese Selektion wurden zwei myeloide Marker, CD14 und CD172a, und magnetische Beads 

unterschiedlicher Hersteller (BioLegend, MACS Miltenyi und BD) getestet (Kapitel 3.1.3). In 

Abhängigkeit der Herkunft der magnetischen Beads (CD14 Mojo- oder CD14 MACS) konnte für 

CD14-positive Monozyten eine Reinheit von knapp 30 bzw. 70 %, für die Selektion mittels 

CD172a jedoch eine Reinheit der Positivfraktion von über 95% erreicht werden (Abbildung 

4.1-A). Die Anwesenheit von CD14- bzw. CD172a-positiven Zellen in der Negativfraktion lag 

bei allen drei Experimentalbedingungen unter 10 %.  

Abbildung 4.1: Sortierung von PBMCs mittels α-CD172a Antikörper generiert Monozyten mit hoher Reinheit. 
(A) Vergleich der Reinheit von Monozyten nach magnetischer Sortierung mittels α-CD14- (Mojo- und MACS-

Methode) und α-CD172a-Antikörper (BDImag-Methode). Dargestellt sind die Daten eines einzelnen 
Pilotversuches. (B) Reinheit von Monozyten nach magnetischer Sortierung mittels α-CD172a Antikörper. 
Monozyten wurden dafür (A, B) aus PBMCs mittels α-CD14- oder α-CD172a-Antikörpern und magnetischen 
Beads sortiert und die Reinheit durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die relativen Anteile CD14- 
bzw. CD172a- positiver Monozyten in der jeweiligen Fraktion. In (B) gingen für die Positivfraktion 102 
Datenpunkte ein, abgebildet sind die jeweiligen Mittelwerte im Streupunktdiagramm. (C) Detektion von mittels 
α-CD172a-Antikörper sortierten Monozyten nach zwei Tagen in Kultur mithilfe von α-CD172a-Antikörpern 
(BL1H7 und 74-22-15, grau) im Vergleich zur Kontrolle (weiß). Das Histogramm zeigt die MFI beispielhaft aus 
einem Experiment. 
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Alle weiteren Experimente wurden mittels CD172a-Positivselektion von primären porzinen 

Monozyten durchgeführt, welche in über 100 Anwendungen eine konstant hohe Reinheit 

aufwiesen (≥ 99 %;Abbildung 4.1 -B). Während die Monzytenfraktion der PBMCs nur etwa 

5-20 % ausmachte, betrug sie nach Isolation über 99 %. Zur Bestimmung der Reinheit 

magnetisch isolierter Monozyten wurden diese direkt nach der Sortierung mit einem α-

CD172a-Antikörper (Klon BL1H7) inkubiert und durchflusszytometrisch quantifiziert. Der zur 

Positivselektion eingesetzte α-CD172a-Antikörper (Klon 74-22-15) zeigte nach zwei Tagen 

Inkubation nicht-infizierter Kontrollzellen eine MFI, die der des zur Reinheitsmessung 

verwendeten α-CD172a-Antikörpers (Klon BL1H7) entsprach (Abbildung 4.1-C). Beide anti-

CD172a-Antikörper konnten somit für weitere Analysen der Arbeit eingesetzt werden. 

 

4.1.2  GM-CSF induziert die Reifung von Monozyten zu Makrophagen 

und nimmt Einfluss auf Phänotyp und Funktion der Zellen 

Um die präparierten Monozyten genauer zu charakterisieren und ein geeignetes primäres 

Zellkultursystem für in vitro ASPV-Infektionsstudien zu etablieren, wurden 

schweinespezifische Antikörper in einem Myeloidmarker-typischen Panel zusammengestellt 

(Kapitel 2.4.1). Das ausgewählte Marker-Panel wurde sowohl für Monozyten als auch 

Makrophagen getestet. Hierzu wurde die Reifung von Monozyten zu Makrophagen durch eine 

zweitägige Kultivierung mit rekombinant-porzinem Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-

stimulierenden Faktor (rpGM-CSF) erreicht. In der vergleichenden Analyse von Monozyten 

und Makrophagen wurden als zur Antigenpräsentation wichtige Moleküle SLA I und SLA II, als 

klassische Monozytenmarker CD14 und CD172a, sowie als Monozyten /Makrophagenmarker 

CD163, CD169, CD203a und CD68 analysiert. Exemplarisch sind die jeweiligen Ergebnisse eines 

Replikates als Histogramm gezeigt, aus dem hervorgeht, dass sich Makrophagen von 

Monozyten in ihrer Expression von CD68 und CD163 unterscheiden (Abbildung 4.2).  

In weiteren Analysen zur Bestimmung funktioneller Unterschiede zwischen Monozyten und 

Makrophagen nach ASPV-Infektion zeigten sich Armenia-induzierte Level 

proinflammatorischer Zytokine, die unter Einfluss von GM-CSF nicht sichtbar waren 

(Abbildung 4.3-A). Auf mRNA-Transkriptionsebene zeigten GM-CSF-unstimulierte Monozyten 

24 hpi deutlich erhöhte Level an Interferon-α (IFN-α), Interferon-β (IFN-β) und IL-6, während 

bei mit GM-CSF kultivierten Makrophagen keine Unterschiede proinflammatorischer Zytokine 
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zu erkennen waren. Ein entsprechender Unterschied ergab sich auch in nachfolgenden ASPV-

Infektionsexperimenten, in denen Monozyten bereits 6 hpi, aber auch 24 hpi deutlich erhöhte 

mRNA-Level proinflammatorischer Zytokine, wie TNF-α, IFN-β und IL-6 aufwiesen (Abbildung 

4.3-B).  

 

Abbildung 4.2: Mit GM-CSF kultivierte Monozyten ändern ihren Phänotyp und reifen zu Makrophagen. Primäre 
porzine Monozyten wurden mittels α-CD172a Antikörper magnetisch sortiert (Kapitel 3.1.3) und in 
Zellkulturmedium ohne rpGM-CSF (Monozyten) bzw. für zwei Tage mit 2 ng/mL rpGM-CSF-haltigem Medium 
(Makrophagen) inkubiert und die Expression verschiedener myeloider Marker in der Durchflusszytometrie 
gemessen. Die Histogramme zeigen die Fluoreszenzintensitäten von Sekundärantikörper-gefärbter 
Kontrollproben (weiß) und spezifisch-gefärbter Proben (grau) für SLA I, SLA II, CD169, CD203a, CD172a, CD14, 
CD163 und CD68. Alle Histogramme zeigen exemplarisch ein Ergebnis von drei Replikaten. 
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Abbildung 4.3: GM-CSF nimmt Einfluss auf die monozytische Sekretion proinflammatorischer Zytokine nach 
ASPV- Infektion. (A) Primäre porzine Monozyten wurden mittels α-CD172a Antikörper magnetisch sortiert 
(Kapitel 3.1.3), in Zellkulturmedium ohne rpGM-CSF (Monozyten) bzw. für zwei Tage mit 2 ng/ mL rpGM-CSF-
haltigem Medium Makrophagen) inkubiert und das relative mRNA-Expressionslevel von IFN-α, IFN-β und IL-6 
mittels qRT-PCR (Kapitel 3.7.2) 24 hpi bestimmt. (B) Die relative mRNA-Expression proinflammatorischer 
Zytokine, wie TNF-α, IFN-β und IL-6 wurde in einer Kinetik von 6-24 hpi von Monozyten bestimmt, die ohne 
rpGM-CSF kultiviert worden sind. Dargestellt sind die Daten von nicht-infizierten Kontrollzellen, Armenia- oder 
Estonia-infizierten Zellen. Zur Normalisierung wurde die Expression einer GAPDH-Kontrolle herangezogen. Die 
statistische Analyse wurde wie in Kapitel 3.7 beschrieben durchgeführt. Bei einem Signifikanzniveau von α = 0,05 
gilt ** als hoch signifikant mit p < 0,01. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte im Streupunktdiagramm. 

 

4.1.3  Einfluss der Infektionsmethode auf die Vitalität primärer 

porziner Monozyten 

Die Infektion mit ASPV in vitro wurde für Zelllinien, die aus dem Lungengewebe von 

Wildschweinen generiert wurden (WSL-R-Zellen), mit dem Ziel einer synchronen und 

maximalen Infektionsrate optimiert (Nationales Referenzlabor für Afrikanische Schweinepest 

(NRL-ASP), PD Dr. Sandra Blome). Dabei fand die Infektion während der Zentrifugation der 

Zellen bei 600  g statt, anschließend wurde das Inokulat durch frisches Medium ersetzt. Um 

diese Methode für nicht-immortalisierte, primäre porzine Monozyten anzuwenden, wurde 

zunächst untersucht, ob die Infektionsmethode vergleichbare Infektionsraten für hoch- und 
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niedrig-virulente ASPV-Stämme ergibt. Dafür wurde die Infektionsrate einerseits von nicht-

infizierten Kontrollzellen bzw. mit sterilen Überständen (ÜS) von Armenia- bzw. Estonia-

inkubierten Kontrollzellen (Armenia sn/ Estonia sn) und andererseits von Armenia- oder 

Estonia-infizierten Zellen (MOI 1) 24 hpi untersucht (Abbildung 4.4). Anhand 

durchflusszytometrischer Analysen wurde der Anteil p72-positiver Zellen ermittelt. Es zeigte 

sich eine mittlere Infektionsrate von etwa 60 % in Armenia- bzw. Estonia-infizierten Zellen 

gegenüber nicht-infizierten Kontrollen oder mit ÜS-behandelten Zellen (Abbildung 4.4-A). Die 

MFI der p72-positiven Zellen und die p72-Westernblotsignale ASPV-infizierter Zelllysate 

(Abbildung 4.4-B-C) zeigten für die Infektion primärer Monozyten einander entsprechende 

und übereinstimmende Ergebnisse. Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die gewählte 

Infektionsmethode eine gleichmäßige und ASPV-Stamm-unabhängige Zellinfektion 

gewährleistete.  

Abbildung 4.4: Infektionen von Monozyten mit ASPV Armenia und Estonia ergeben vergleichbare 
Infektionsraten. Die Infektion von primären porzinen Monozyten (Kapitel 3.1.3) mit ASPV (MOI 1) wurde anhand 
der p72-Expression 24 hpi durchflusszytometrisch (A, B), sowie in Immunoblot-Analysen untersucht (C). Der 
relative Anteil infizierter Zellen wurde in Prozent von nicht-infizierten Kontrollzellen, Armenia- oder Estonia-
infizierten Zellen, sowie von mit steril-filtrierten ÜS (Armenia sn/ Estonia sn) inkubierten Zellen angegeben (A). 
Äquivalent dazu ist die MFI der p72-Expression für ASPV-infizierte Monozyten (B) und die relative 
Bandenintensität für p72 von Zelllysaten ASPV-infizierter Monozyten im Immunoblot, bezogen auf die Kontrolle 
und normalisiert anhand einer β-Aktin-Ladekontrolle (C) dargestellt. Die statistische Analyse wurde wie in Kapitel 

3.7 durchgeführt. Bei einem Signifikanzniveau von α = 0,05 gilt ein Unterschied bei p  0,05 als nicht signifikant 
(ns). Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte im Streupunktdiagramm. 

 

Um zelluläre Schädigungen dieser Methode zu erfassen, wurde zusätzlich die Vitalitätsrate der 

infizierten Monozyten vor (0 hpi) und nach Zentrifugation (24 hpi) bestimmt. Anhand einer 

Annexin V–Propidiumiodid (PI)-Färbung der Zellen konnten apoptotische bzw. nekrotische 

Zellen von lebenden unterschieden werden (Abbildung 4.5-A). Dabei konnten 24 h nach 

Zentrifugation keine apoptotischen oder nekrotischen Zellen detektiert werden. Anhand 
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lichtmikroskopischer Aufnahmen wurden 6 hpi morphologische Änderungen der Zellen 

detektiert, die insbesondere nach Armenia-Infektion auftraten (Abbildung 4.5-B). Generell 

zeigten diese Monozyten nach Zentrifugation eine längliche, adhärente Form, die 24 hpi 

jedoch nicht mehr in Kultur zu beobachten war. Somit wurden nach Zentrifugation keine 

dauerhaften, die Zellvitalität beeinflussenden Effekte beobachtet. 

Abbildung 4.5: ASPV-Infektion mittels Zentrifugation beeinträchtigt die Zellvitalität nicht. Magnetisch sortierte 

Monozyten (Kapitel 3.1.3) wurden zur Infektion mit ASPV für 1 h bei 600 × g zentrifugiert und im Anschluss 
durchflusszytometrisch (A) und mikroskopisch (B) untersucht. Nicht-infizierte Monozyten wurden vor (0 h) und 
24 h nach Zentrifugation mit Annexin V und Propidiumiodid (PI) gefärbt und durchflusszytometrisch gemessen. 
Dargestellt sind in (A) die Konturplots eines Pilotexperiments. Der Phänotyp nicht-infizierter Kontrollmonozyten, 
sowie Armenia- oder Estonia-infizierter Monozyten wurde 6 und 24 hpi lichtmikroskopisch dokumentiert (B). 

 

4.2  ASPV-induzierte Änderungen des Phänotyps primärer porziner 

Monozyten 

Um den Einfluss einer ASPV-Infektion auf die Wirtszellen genauer zu untersuchen, wurden 

primäre porzine Monozyten im etablierten in vitro Infektionsmodell 24 hpi phänotypisch 

charakterisiert. Hierzu wurde die Expression verschiedener zellspezifischer Marker von nicht 

infizierten Kontrollzellen und Armenia- oder Estonia-infizierten Zellen durchflusszytometrisch 
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analysiert (Kapitel 3.4.3). Zur Phänotypisierung myeloider Zellen wurden für die 

Antigenpräsentation wichtige Marker( SLA I und SLA II), mit anderen Oberflächenmarkern, die 

klassischerweise von Monozyten exprimiert werden (CD14 und CD172) sowie 

Makrophagenmarkern (CD163, CD169, CD203a) und dem intrazellulären CD68 kombiniert. 

 

4.2.1 Regulation von myeloid-typischen Oberflächenmarkern nach 

ASPV-Infektion in vitro 

Die Analysen der Myeloidmarker von Armenia- oder Estonia-infizierten Monozyten ergaben 

sowohl Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede. Signifikante Unterschiede fielen in der 

Expression von SLA I, SLA II, CD14 und CD68 (Abbildung 4.6-A) auf. Hierzu zeigten Armenia-

infizierte Monozyten eine deutlich verminderte Expression (20 % für SLA I, 35 % für CD14 und 

30 % für CD68) im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle. Im Gegensatz dazu wiesen Estonia-

infizierte Monozyten den Kontrollen ähnliche Expressionslevel auf ( 90 %). Weiterhin wurde 

die SLA II-Oberflächenexpression nur geringfügig durch die Infektion mit Armenia 

beeinträchtigt (ca. 90 %). Estonia-infizierte Monozyten hingegen wiesen mit 160 % ein  

Abbildung 4.6: ASPV-infizierte Monozyten zeigen sowohl Stamm-spezifische Unterschiede als auch 
vergleichbare Effekte in der Expression myeloider Marker. Primäre porzine Monozyten wurden 24 h nach ASPV-
Infektion mit Armenia oder Estonia durchflusszytometrisch auf die Expression verschiedener myeloider Marker 
untersucht. Die MFI infizierter Monozyten wurde als Vielfaches der nicht-infizierten Kontrolle (gestrichelte Linie 
bei 1) dargestellt. Untersucht wurde die Oberflächenexpression von SLA I, SLA II, CD14, CD68 (A) und CD172a, 
CD163, CD203a und CD169 (B). Statistisch signifikante Unterschiede wurden wie in Kapitel 3.7 beschrieben 
berechnet und zeigen bei einem Signifikanzniveau von α = 0,05 Unterschiede, die mit (**) gekennzeichnet sind, 
als hoch signifikant mit p < 0,01, und extrem signifkante Unterschiede, die mit (***) bei p < 0,001, sowie mit 
(****) bei p < 0,0001 gekennzeichnet sind. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte im Streupunktdiagramm. 
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gesteigertes Oberflächenlevel an SLA II im Vergleich zur Kontrolle auf. Die Oberflächenmarker, 

deren Expressionslevel nach Infektion mit Armenia in Monozyten signifikant verringert sind, 

spielen eine wichtige Rolle in der Antigenpräsentation (SLA I/II), als Ko-Rezeptor für LPS (CD14) 

sowie in der Eliminierung von Zelltrümmern (CD68).  

Stamm-unabhängig induzierten beide ASPV-Isolate 24 hpi auf infizierten Monozyten ähnliche, 

nicht-signifikant unterschiedliche Level von CD172a, CD163, CD169 und CD203a (Abbildung 

4.6-B). Hierbei wurde nach ASPV-Infektion keine gesteigerte Expression von 

Makrophagenmarkern (CD68 und CD163), die nach Differenzierung von Monozyten zu 

Makrophagen (Kapitel 3.1.2) auftritt, festgestellt. Die CD172a-Expression zeigte nach ASPV-

Infektion Stamm-unabhängig etwa 20 % der CD172a-Level der Kontrollzellen, wohingegen die 

Level von CD163 oder CD203a nach Infektion 40-80 % dessen ausmachten. Ohne deutliche 

Regulation zur Kontrolle zeigte sich die CD169-Expression (120 %). Insgesamt konnten in 

dieser multiparametrischen Durchflusszytometrie ASPV-infizierter primärer Monozyten 

unterschiedliche Effekte der Hoch- (SLA II) und Herunterregulation (SLA I, CD14, CD68, 

CD172a, CD163 und CD203a) von myeloiden Markern beobachtet werden, auf die Armenia 

und Estonia unterschiedlichen Einfluss ausübten.  

In der nachfolgenden Analyse der Stamm-abhängigen und -unabhängigen Regulation lag der 

Fokus auf SLA I und CD172a. Diese zwei untersuchten Monozyten-/ Makrophagenmarker 

erschienen aus infektionsimmunologischer Sicht für diese Arbeit besonders interessant. 

Während CD172a die zellulären Aufnahmeprozesse der Phagozytose reguliert, über die auch 

virale Pathogene von Wirtszellen aufgenommen werden, übernimmt SLA I die essentielle 

Aufgabe, prozessierte Peptidantigene auf die Zelloberfläche infizierter Zellen zu bringen, um 

sie dort antigenspezifisch zytotoxischen CD8+ T-Zellen zu präsentieren [207–212]. 

 

4.2.2  SLA I und CD172a Regulation nach ASPV-Infektion in vivo 

In Bestätigung der Ergebnisse ASPV-infizierter Monozyten konnten entsprechende 

Subversionseffekte für Oberflächen-SLA I und -CD172a auch bei Armenia- oder Estonia-

infizierten Hausschweinen beobachtet werden (7 dpi) (Abbildung 4.7). Die Quantifizierung der 

MFI durchflusszytometrischer Analysen wurde mit PBMCs durchgeführt. Diese wurden mittels 

Pancoll aus EDTA-Blut von Hausschweinen nach Kontrollinfektion (mit Medium) bzw. Infektion 

mit Armenia oder Estonia isoliert. Die SLA I-Expression von Armenia-infizierten Zellen 
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unterschied sich signifikant von derjenigen der Kontrollzellen (35 % Reduktion, Abbildung 4.7-

A). Im Gegensatz dazu zeigten Zellen Estonia-infizierter Tiere ähnliche Expressionslevel wie die 

der nicht-infizierten Hausschweine (98 % zur Kontrolle). Anders als bei der SLA I-Regulation 

wurde die CD172a-Oberflächenexpression erneut Stamm-unabhängig herunterreguliert 

(Abbildung 4.7-B). Sowohl Armenia als auch Estonia-infizierte Tiere zeigten signifikant 

geringere Level an CD172a-Oberflächenexpression (55-59 %) im Vergleich zur Kontrolle. 

Abbildung 4.7: Verminderte SLA I und CD172a Oberflächenexpression nach ASPV Infektion in vivo. PBMCs von 

Armenia- oder Estonia-infizierten bzw. nicht-infizierten Kontrollschweinen (•) wurden 7 dpi für 
durchflusszytometrische Analysen (Kapitel 3.5.3) aufbereitet. Dargestellt ist die MFI für SLA I (A) und CD172a (B). 
Statistisch signifikante Unterschiede wurden wie in Kapitel 3.7 bestimmt und zeigen bei einem Signifikanzniveau 
von α = 0,05 signifikante (*; p < 0,05) und extrem signifikante (****; p < 0,0001) Unterschiede. Abgebildet sind 
die jeweiligen Mittelwerte im Streupunktdiagramm. 

 

4.2.3  Änderungen auf Ebene der Transkription 

Die vorangestellten Daten zur Regulation myeloider Marker nach ASPV Infektion porziner 

Monozyten spiegeln die Expressionslevel auf Proteinebene wider. Um Hinweise auf eine 

ASPV-induzierte Regulation auf Transkriptionsebene zu bekommen, wurde die mRNA-

Genexpression dieser Marker von Kontrollzellen und Armenia- oder Estonia-infizierten 

Monozyten 24 hpi mittels NGS analysiert. Im Gegensatz zur Proteinexpression zeigten sich 

hierbei weder Stamm-abhängige, noch -unabhängige Unterschiede der Markerexpression. Es 

konnten keine signifikanten Unterschiede in der mRNA-Expression von CD14, CD163, CD68, 

CD203a, CD169, CD172a, SLA I oder SLA II nach ASPV-Infektion festgestellt werden (Abbildung 

4.8). Zusammenfassend konnten somit Effekte der Armenia- oder Estonia- Infektion auf Ebene 

der Transkription, die den Phänotyp myeloider Zellen beeinflussen, höchstwahrscheinlich 

ausgeschlossen werden.  
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Abbildung 4.8: Die Expression myeloider Marker nach ASPV-Infektion zeigt keine Effekte auf 
Transkriptionsebene. Primäre porzine Monozyten wurden 24 h als nicht-infizierte Kontrollzellen bzw. nach 
ASPV-Infektion mit Armenia oder Estonia mittels NGS auf die mRNA-Genexpression myeloider Marker 
untersucht. Angegeben ist die relative Genexpression von SLA I, SLA II, CD14, CD68 (A) und CD163, CD172a, 
CD203a und CD169 (B). Statistisch signifikante Unterschiede wurden wie in Kapitel 3.7 bestimmt und zeigen bei 
einem Signifikanzniveau von α = 0,05 signifikante (*; p < 0,05) und hoch signifikante (**, p < 0,01) Unterschiede. 
Abgebildet sind die jeweiligen Mittelwerte im Streupunktdiagramm. 

 

4.3 Regulation von CD172a nach ASPV-Infektion 

Wie aus den Ergebnissen der Phänotypisierung ASPV-infizierter Monozyten hervorgeht, gibt 

es Moleküle, deren Oberflächenexpression nach Infektion mit Armenia oder Estonia in 

gleicher Weise reguliert werden. Dazu gehört auch CD172a, ein regulatorisches Glykoprotein 

(auch Signal-regulatorisches Protein alpha (SIRPα) genannt) welches im stationären 

Fließgleichgewicht hauptsächlich an der Zellmembran lokalisiert ist. Es besitzt neben den 

extrazellulären Immunglobulin-ähnlichen Domänen auch zytoplasmatische Anteile, die 

aufgrund zahlreicher Tyrosinreste als negativ regulierendes Signalmotiv agieren 

(immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs (ITIMs)) [213,214]. Als myeloiden Marker 

findet man CD172a auf Monozyten, Granulozyten, dendritischen Zellen und 

hämatopoetischen Vorläuferzellen sowie Neuronen, wo es Einfluss auf die Migration, 

Motilität, Phagozytose und T-Zell-Aktivierung nimmt [215–217]. Inwiefern sich die nach Armenia 

oder Estonia Infektion deutlich reduzierte (20 % zur Kontrolle) Oberflächenexpression von 

CD172a auf die zellulären Funktionen porziner Monozyten auswirkt, wurde im Folgenden 

genauer untersucht. Dafür wurde die Reduktion der Oberflächenexpression von CD172a in der 

Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenz näher analysiert, funktionelle Analysen zur 
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Glykosylierung mittels EndoH-Assay gemacht und die Turnover-Rate des Glykoproteins an der 

Plasmamembran (BFA und Cln-Block) untersucht. Zusätzlich wurde der Einfluss eines löslichen 

CD172a auf die Phagozytose von Monozyten im Reinfektionsassay ermittelt. 

 

4.3.1  Untersuchung der ASPV-induzierten Oberflächenregulation in 

vitro 

Zur mikroskopischen Analyse der CD172a-Oberflächenexpression wurden infizierte 

Monozyten 24 hpi mittels Immunfluoreszenz untersucht. Wie Abbildung 4.9-A zeigt, 

unterscheidet sich die Präsenz von CD172a auf der Plasmamembran von nicht-infizierten und 

ASPV-infizierten Monozyten deutlich: Während die Anfärbung von Kontrollzellen eine 

ausgeprägte Plasmamembran-assoziierte Lokalisation des Glykoproteins zeigte (rot), wiesen 

Armenia- und Estonia-infizierte Monozyten kein entsprechendes CD172a-Oberflächenmuster 

auf. In beiden Fällen waren infizierte Zellen anhand der intrazellulären p72-Expression (grün) 

gut zu erkennen und zeigten mittels DNA-Färbung (blau) kolokalisierende Zellstrukturen, 

sogenannte viral factories. Die infizierten Zellen zeigten zudem Stamm-unabhängig eine 

detektierbar schwächere CD172a-Oberflächenfärbung (Abbildung 4.9-A). Eine 

durchflusszytometrische Quantifizierung der CD172a-Oberflächenexpression dieser Zellen 

bestätigte, dass die infektionsbedingte Oberflächenreduktion von CD172a bei Armenia und 

Estonia nach 24 hpi vergleichbar war (Abbildung 4.9-B). Für eine zeitliche Einordnung der 

ASPV-induzierten Regulation von CD172a auf Monozyten, wurde diese zusätzlich an einem 

frühen Zeitpunkt nach Infektion (6 hpi) bestimmt. Relativ zur nicht-infizierten Kontrolle ergab 

sich ein signifikanter Unterschied in der CD172a-Expressionsrate zwischen 6 und 24 hpi. Daher 

ist anzunehmen, dass die Regulation innerhalb dieses Infektionszeitfensters stattfindet. Um 

die Vergleichbarkeit in nachfolgenden Experimenten zu gewährleisten, wurden Proben stets 

24 hpi analysiert. 
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Abbildung 4.9: Verminderte CD172a-Oberflächenexpression nach ASPV-Infektion von Monozyten. Primäre 
porzine Monozyten wurden als nicht-infizierte Kontrolle bzw. 24 h nach Infektion mit Armenia oder Estonia in 
der Immunfluoreszenz auf die Expression von CD172a auf der Zelloberfläche (rot), intrazellulärem p72 (grün) und 
DNA (DAPI, blau) untersucht (A). Für die Analyse der Oberflächenexpression von CD172a mittels 
Durchflusszytometrie (B) von Armenia- oder Estonia-infizierten Zellen nach 6 bzw. 24 hpi wurde das relative 
Vielfache der MFI angegeben. Die MFI für CD172a infizierter Monozyten wurde dabei durch die MFI 
nicht-infizierter Kontrollzellen (gestrichelte Linie bei 1) dividiert. Statistisch signifikante Unterschiede wurden wie 
in Kapitel 3.7 bestimmt und zeigen bei einem Signifikanzniveau von α = 0,05 extrem signifikante (****; p < 
0,0001) Unterschiede. Abgebildet sind die Mittelwerte im Streupunktdiagramm. 
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4.3.2  Intrazelluläre Lokalisation und Glykosylierung von CD172a nach 

ASPV-Infektion 

CD172a durchspannt als Typ-I-Membranprotein die Plasmamembran myeloider Zellen und ist 

intrazellulär nur selten assoziiert mit Organellen wie Mitochondrien, Endo- und Lysosomen, 

dem ER oder Golgi-Apparat (vgl. Lokalisation von SIRPA auf genecards.org). Aufgrund der 

aberranten CD172a-Oberflächenexpression nach ASPV-Infektion wurde nach der Ursache der 

verminderten Oberflächenexpression des sonst stark Membran-exprimierten Glykoproteins 

in Monozyten gesucht.  

Abbildung 4.10: Armenia beeinflusst die intrazelluläre CD172a-Lokalisation. Primäre porzine Monozyten 
wurden als nicht-infizierte Kontrolle bzw. 24 h nach Infektion mit Armenia oder Estonia in der Immunfluoreszenz 
auf die intrazelluläre Expression von CD172a (rot), p72 (grün) und DNA (DAPI, blau) untersucht. 
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Hierfür wurden nicht-infizierte Kontrollzellen und Armenia- oder Estonia-infizierte 

Monozytenpräparate 24 hpi (MOI 1) für die Immunfluoreszenz aufbereitet und anhand der 

intrazellulären p72- und CD172a-Expression untersucht (Abbildung 4.10). Es zeigte sich eine 

Submembranlokalisation von CD172a in Kontrollzellen, die hingegen in ASPV-infizierten 

Monozyten so nicht zu beobachten war. Monozyten, die nach Armenia oder Estonia-Infektion 

eine sichtbare viral factory ausbildeten, zeigten eine hauptsächlich zytoplasmatische CD172a-

Verteilung mit nur schwach ausgeprägter Submembranfärbung.  

Da Glykoproteine postranslationalen Modifikationen unterliegen und diese wichtig für die 

Stabilität, Funktion und auch Lokalisierung sind [218,219], wurde in einem EndoH-Assay der 

Glykosylierungsstatus von CD172a nach ASPV-Infektion untersucht. Bei der N-Glykosylierung 

wird je nach Anteil der gebundenen Monosaccharide in mannosereiche und komplexe 

Zuckertypen unterschieden [110,220]. Während mannosereiche Glykoproteine grundsätzlich mit 

dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) assoziiert sind, sind komplex-glykosylierte 

Glykoproteine in der Regel post-ER/ Golgi lokalisiert. Im EndoH-Assay konnten beide 

Glykosylierungsformen anhand spezifischer enzymatischer Spaltung (mittels EndoH) 

unterschieden werden: ER-lokalisierte Glykoproteine sind EndoH sensitiv, während sich Golgi-

lokalisierte Glykoproteine gegenüber EndoH vollständig resistent verhalten [221,222]. Im 

Immunblot zeigt sich die erfolgreiche EndoH-Spaltung durch deglykosylierte Banden mit 

reduzierter Größe. Als Positivkontrolle für eine quantitative Deglykosylierung wurde PNGase 

eingesetzt, welches als Enzym unabhängig von der jeweiligen Kompartimentlokalisierung des 

Glycoproteins die Zuckerreste komplett abspaltete [223,224].  

Die EndoH-Assay-Ergebnisse zu Kontrollzellen und Armenia oder Estonia-infizierten 

Monozyten (24 hpi) sind in Abbildung 4.11 dargestellt. Im dargestellten Immunblot (Abbildung 

4.11-A) ist nach EndoH-Spaltung eine zusätzliche Bande bei 60 kDa zu erkennen, deren Größe 

vollständig deglykosylierter CD172a Moleküle (siehe PNGase-prozessierte Bande) entspricht. 

Die Quantifizierung dieser EndoH-sensitiven/ER-lokalisierten CD172a-Banden relativ zur 

PNGase-Referenzbande ist in Abbildung 4.11-B dargestellt. Bei Kontroll- und ASPV-infizierten 

Zellen zeigten sich keine unterschiedlichen Anteile EndoH-sensitiver/ER-lokalisierter CD172a-

Moleküle. Somit scheint die Glykosylierungsreifung des CD172a nicht durch ASPV-Infektionen 

beeinträchtigt zu sein. In allen Fällen ist eine deutliche Mehrheit der CD172a-Moleküle 
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resistent gegenüber EndoH und damit post-ER/komplex glykosyliert in Golgi-assozierten 

Strukturen lokalisiert (s. obere Bande, die EndoH-resistent auftritt). 

Abbildung 4.11: Die Glykosylierung von CD172a zeigt keine Beeinträchtigung nach ASPV-Infektion. Lysate von 

primären porzinen Monozyten wurden im EndoH-Experiment 24 h nach Armenia- oder Estonia-Infektion bzw. 
von nicht-infizierten Kontrollzellen auf die Glykosylierung von CD172a im Western Blot untersucht (A). Parallel 
zum Auftrag mit dem Größenmarker (M) und einer PNGase-Kontrolle wurden die Proben ohne (-EndoH) bzw. 
mit Enzym (+EndoH) inkubiert und EndoH-spezifische Banden bzw. Referenzbanden im Western Blot detektiert 
(A). In der Quantifizierung der EndoH-Daten (B) ist der relative Anteil EndoH-sensitiver CD172a-Moleküle 
angegeben. Dafür wurden die Signalintensitäten der EndoH-spezifischen Banden durch die Signalintensitäten der 
jeweiligen Referenzbande EndoH-behandelter Proben dividiert. Statistisch signifikante Unterschiede wurden wie 
in Kapitel 3.7 bestimmt und zeigen bei einem Signifikanzniveau von α = 0,05 ns als nicht-signifikante 

Unterschiede. Bei einem Signifikanzniveau von α = 0,05 gilt ein Unterschied bei p  0,05 als nicht signifikant (ns). 
Abgebildet sind die jeweiligen Mittelwerte im Streupunktdiagramm. 

 

4.3.3  CD172a Recycling in ASPV-infizierten Monozyten 

Die Oberflächenexpression membranständiger Glykoproteine, wie CD172a, wird u.a. vom 

Recycling-Zyklus der Glykoproteine reguliert [102,225]. Nachdem neu synthetisierte 

Glykoproteine trimming- und N-Glykosylierungsprozesse am Golgi-Apparat durchlaufen 

haben, werden diese in Vesikel verpackt und zu Lysosomen, sekretorischen Vesikeln oder der 

Plasmamembran transportiert [226,227]. Der Golgi-Apparat ist dabei auch ein wichtiges Organell 
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für zu recycelnde Oberflächenmoleküle, die in endozytotischen Vesikeln zurücktransportiert 

werden [228,229]. Um die mögliche Ursache der reduzierten CD172a-Oberflächenexpression 

ASPV-infizierter Monozyten zu untersuchen, wurde das Oberflächen-Recycling von CD172a 

nicht-inizierter und ASPV-infizierter Monozyten mittels Durchflusszytometrie analysiert. 

Hierfür wurden die Zellen 24 hpi mit und ohne vorherige Inkubation mit Brefeldin A (BFA) und 

Chloroquin (Cln) für 8 h auf die Oberflächenexpression von CD172a untersucht (Abbildung 

4.12).  

 

Abbildung 4.12: Reduziertes Recycling von CD172a nach Armenia-Infektion in Monozyten. Primäre porzine 
Monozyten wurden unbehandelt, oder für 8 h mit Brefeldin A (BFA) und Chloroquin (Cln) behandelt und die 
CD172a-Oberflächenexpression 24 hpi nach ASPV-Infektion durchflusszytometrisch analysiert. Die Histogramme 
(A) zeigen beispielhaft die Kalkulation des Recyclingfaktors anhand der MFI von unbehandelten (grau) und 
BFA + Cln-behandelten Zellen (weiß). Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analysen (B) sind als 
prozentuale Recyclingrate für nicht-infizierte Kontrollzellen, sowie Armenia- oder Estonia-infizierte Zellen 
(Mittelwerte im Streupunktdiagramm) dargestellt und wie angegeben berechnet. Statistisch signifikante 
Unterschiede wurden wie in Kapitel 3.7 bestimmt und zeigen bei einem Signifikanzniveau von α = 0,05 
signifikante Unterschiede (p < 0,05), die als (*) gekennzeichnet sind.  
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BFA blockiert den sekretorischen Nachschub neu-synthetisierter Proteine aus dem ER über 

den Golgi-Apparat zur Plasmamenbran [230,231], während Chloroquin das Recycling von 

Oberflächenproteinen zwischen TGN und der Zelloberfläche inhibiert [232,233]. Die Kombination 

aus beiden Inhibitoren ermöglicht es, den relativen Anteil recyclter Oberflächenproteine zu 

bestimmen. Um die Recyclingrate von CD172a zu bestimmen, wurden die MFIs unbehandelter 

Proben mit denen von BFA-/Cln-behandelten Proben verglichen (Abbildung 4.12-A). Aus den 

ermittelten Daten (Abbildung 4.12-B) ergab sich ein deutlicher Unterschied in der CD172a-

Recyclingrate zwischen ASPV Armenia-infizierten Monozyten und nicht-infizierten 

Kontrollzellen. Armenia-infizierte Zellen zeigten ein im Vergleich zur Kontrolle um 20 % 

vermindertes Recycling von CD172a. Hingegen konnte bei Estonia-infizierten Monozyten 

lediglich eine um 8 % reduzierte Recyclingrate für CD172a gemessen werden. Die Ergebnisse 

lassen den Schluss zu, dass die geminderte CD172a-Recyclingrate infizierter Monozyten 

vermutlich die beobachtete Reduktion der Oberflächenexpression des Glycoproteins 

begünstigt. Dies scheint besonders bei Armenia-Infektionen ausgeprägt zu sein. 

 

4.3.4  Einfluss von löslichem CD172a auf die Sekundärinfektion von 

Monozyten mit ASPV 

Der Ligand des CD172a-Oberflächenrezeptors, CD47, interagiert mit diesem durch Bindung 

und reguliert damit Phagozytoseprozesse von myeloiden Zelle [213,215]. Findet diese Interaktion 

in geringerem Maße statt, so fehlt die inhibierende Wirkung und phagozytotische Aktivitäten 

der Zelle werden entsprechend hochreguliert [208,215]. Die gestörte Interaktion von CD172a und 

CD47 kann einerseits durch die verminderte CD172a-Oberflächenexpression auf der Zelle oder 

andererseits durch Bindung von löslichem CD172a an CD47, welches die Interaktion blockiert, 

verursacht werden [215,234,235]. Mit Blick auf die beobachtete infektionsbedingte Reduktion von 

Oberflächen-CD172a, stellte sich somit die Frage, ob ASPV-Infektionen möglicherweise zu 

einer CD172a-Ablösung (Shedding) von der Zelloberfläche führen kann und welche 

Auswirkungen dies für die Infektion der Monozyten hat. 

Um lösliches CD172a im Kulturüberstand infizierter Zellen nachzuweisen, wurden die ÜS von 

nicht-infizierten Kontrollzellen, sowie Armenia- oder Estonia-infizierten Monozyten 24 hpi auf 

darin enthaltene Proteine mithilfe der SDS-PAGE nach Größe aufgetrennt und im Immunblot 

auf das Vorhandensein von CD172a analysiert (Abbildung 4.13-A). Aus dem gezeigten 
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Immunblot ging hervor, dass sich im ÜS von Armenia-infizierten Monozyten tatsächlich 

lösliches CD172a befand, welches anhand der Kontrolle (Lysat von Kontrollzellen) 

identifizierbar war. Hingegen zeigten die ÜS von Kontrollzellen sowie Estonia-infizierten 

Monozyten kein entsprechendes Bandensignal für lösliches CD172a. 

Das beobachtete Shedding von membranständigem CD172a bei Armenia-infizierten 

Monozyten, könnte nach dem oben beschrieben Szenario die Virusaufnahmeaktivität durch 

erhöhte Phagozytose betroffener Zellen steigern. Um dies zu prüfen, wurden 

Reinfektionsexperimente durchgeführt, bei denen Monozyten zunächst für 24 h mit Armenia 

oder Estonia bei einer MOI von 0,1 infiziert wurden. Die niedrigere MOI wurde gewählt, damit 

Virus-induzierte zytopathische Effekte innerhalb von 24 h vermindert auftreten und eine 

nachfolgende Sekundärinfektion der Zellen für weitere 24 h ermöglichen. Für diese 

Sekundärinfektion wurde ein rot-fluoreszierendes Kenia-Isolat (Kenya1033ΔCD2v-DsRed) bei 

einer MOI von 1 verwendet. Dieses Virusisolat eignete sich aufgrund seiner 

Fluoreszenzmarkierung und seiner hohen Virulenz [236,237] für die Sekundärinfektion, allerdings 

ist dieser Stamm anhand seiner Genotyp IX-Zugehörigkeit eher entfernt verwandt mit 

Armenia [141]. 

Fluoreszenzmikroskopisch (Abbildung 4.13-B) und durchflusszytometrisch (Abbildung 4.13-C) 

wurden rot-fluoreszierende Monozyten nachgewiesen und quantifiziert. Bei den 

mikroskopischen Untersuchungen zeigte sich, dass die Sekundärinfektion von Armenia-

infizierten Monozyten deutlich höhere Infektionsraten verursachte als nach Estonia-

Infektionen oder primären Kontrollinfektionen. In der Quantifizierung (Abbildung 4.13-C) ist 

der relative Anstieg der Infektionsrate nach Sekundärinfektion von ASPV-infizierten Proben im 

Vergleich zur Kontrolle dargestellt. Hierzu wurde der relative Anteil rot-fluoreszierender 

Monozyten in Kontrollen, Armenia-und Estonia-infizierten Zellen nach Sekundärinfektion mit 

Kenya bestimmt. Die Auswertung ergab eine signifikant erhöhte Reinfektionsrate von 

Armenia-infizierten Monozyten (ca. 1,6-fach) im Vergleich zur Kontrolle. Hingegen konnte ein 

entsprechender Effekt auf die Sekundärinfektion von Estonia-infizierten Monozyten nicht 

beobachtet werden. 
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Abbildung 4.13: Das durch Armenia-Infektion freigesetzte Oberflächen-CD172a von Monozyten erhöht als 
löslicher Faktor die Sekundärinfektion durch fluoreszenzmarkiertes Kenia. (A) Die ÜS von nicht-infizierten 
Kontroll- bzw. Armenia- oder Estonia-infizierten primären porzinen Monozyten wurden 24 hpi im Western Blot 
auf das Vorhandensein von CD172a untersucht. Als Kontrolle diente ein Zelllysat nicht-infizierter Monozyten. (B) 
Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Kenia-infizierten primären Monozyten im Reinfektionsassay. 
(C) Quantitative Auswertung der Infektionsrate von Monozyten 24 hpi nach Kontroll-, Armenia- oder Estonia-
Infektion und anschließender Kenia-Sekundärinfektion mittels Durchflusszytometrie. Abgebildet ist der relative 
x-fache Anstieg der Infektionsrate als Mittelwert anhand des Anteils rot-fluoreszierender Zellen nach Kenia-
Sekundärinfektion im Vergleich zur -Primärinfektion. Statistisch signifikante Unterschiede wurden wie in Kapitel 
3.7 bestimmt und zeigen bei einem Signifikanzniveau von α = 0,05 signifikante Unterschiede (p < 0,05), die als (*) 
gekennzeichnet sind.  
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Die Beobachtung, dass lösliches CD172a bei Armenia-infizierten Zellen möglicherweise im 

Zusammenhang mit einer erhöhten Sekundärinfektionsrate dieser Zellen steht, führte zu der 

Frage, ob dieser Effekt von der initialen zur nachfolgenden Infektion Virusstamm-spezifisch 

oder -unspezifisch wirkt. Zunächst wurde in einem Immunblot-Assay geprüft, ob lösliches 

CD172a eine spezifische Bindung mit Armenia- oder Estonia eingeht. Beide Virusstämme 

wurden dafür zunächst mittels Ultrazentrifugation aufgereinigt und mit ÜS von nicht-

infizierten, sowie Armenia- oder Estonia-infizierten Monozyten für 2 h bei 37 °C inkubiert. 

Virionen aus diesen Proben wurden anschließend erneut durch Ultrazentrifugation pelletiert, 

auf eine Nitrozellulosemembran aufgetragen und auf das Vorhandensein von CD172a 

untersucht (Abbildung 4.14-A). Anhand der ermittelten Signalintensitäten konnte gefolgert 

werden, dass nur Armenia eine detektierbare Bindung mit löslichem CD172a aus dem 

Überstand infizierten Zellen einging.  

Um die Auswirkung dieser Bindung im Infektionsexperiment zu untersuchen, wurden 

Monozyten zunächst für 24 h mit steril-filtrierten ÜS von Kontroll- oder Armenia- bzw. Estonia-

infizierten Zellen inkubiert und anschließend für 24 h mit Armenia oder Estonia infiziert 

(MOI 1). Die Monozyten wurden zur Quantifizierung der Infektionsrate mittels ihrer p72-

Expression durchflusszytometrisch untersucht und die relative Infektionsrate bezogen auf die 

mit Kontroll-ÜS behandelten Zellen bestimmt (Abbildung 4.14-B). Das Infektionsexperiment 

ergab eine etwa 1,7 fach-erhöhte Infektionsrate von Armenia-infizierten Monozyten, wenn 

diese zuvor mit Überständen versetzt wurden, die lösliches CD172a aus einer Armenia-

Infektion enthielten. Für alle weiteren Kombinationen von infizierten Monozyten und 

Überständen wurde kein entsprechendes Resultat beobachtet (Abbildung 4.14-B). 

Zusammengenommen weist dies auf eine sehr spezifische Interaktion zwischen löslichem 

CD172a und Armenia hin, welche die ASPV-Infektiösität bei Monozyten möglicherweise 

deutlich steigert. 
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Abbildung 4.14: Spezifische Bindung von löslichem CD172a mit Armenia korreliert mit dessen Wirkung auf 
Sekundärinfektionen. (A) Identifizierung von löslichem CD172a in aufgereinigten Armenia- oder Estonia-Virus-
Stocks nach Ko-Inkubation mit sterilen Kontroll-, Armenia- oder Estonia-ÜS im Binding Assay (s. Kapitel 3.6.5). 
(B) Durchflusszytometrische Analyse der Infektionsrate von primären porzinen Monozyten im 
Reinfektionsexperiment mit sterilen ÜS von Armenia- oder Estonia-infizierten Monozyten und anschließender 
Armenia- oder Estonia -Infektion. Abgebildet ist das Vielfache der Infektionsrate im Mittelwert, gemessen 
anhand des relativen Anteils p72-positiver Zellen, zur Kontrolle (mit Kontroll-ÜS-behandelte Zellen, die mit 
Armenia- oder Estonia-infiziert wurden). Statistisch signifikante Unterschiede wurden wie in Kapitel 3.7 bestimmt 
und zeigen bei einem Signifikanzniveau von α = 0,05 hoch signifikante Unterschiede (p < 0,01), die als (**) 
gekennzeichnet sind bzw. nicht-signifikante (ns) Unterschiede. 

 

4.4 Regulation der SLA I-Oberflächenexpression nach ASPV Infektion 

Im Gegensatz zu CD172a, dessen Oberflächenexpression bei Monozyten unabhängig vom 

infizierenden Virusstamm reguliert wird, ergaben sich für die SLA I-Oberflächenexpression 

deutliche ASPV-Stamm-abhängige Unterschiede (Abbildung 4.6). Das für Antigenpräsentation 

gegenüber CD8+-T-Zellen wichtige MHC I-Molekül bindet intrazelluläre Peptid-Antigene (z.B. 

nach viraler Infektion virusspezifisch) und ermöglicht so die Aktivierung naiver T-Zellen [15,238]. 

Dies leitet ihre Differenzierung zu T-Effektorzellen ein, welche später im Rahmen der 

zellvermittelten Zytotoxizität als CD8+-T-Zellen infizierte Zellen erkennen und abtöten [239,240]. 

Ob es einen direkten Zusammenhang zwischen SLA I-Oberflächenpräsenz auf Wirtszellen und 
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verschiedenen ASPV-Stämmen gibt, wurde nachfolgend im Detail untersucht. Hierzu wurden 

Infektionsexperimente mit Armenia und Estonia unter Verwendung primärer Monozyten mit 

Blick auf die Rolle des Proteasoms, des Peptidbeladungskomplexes (PLC) sowie des ER-

Stresses bei der intrazellulären SLA I-Reifung durchgeführt. 

 

4.4.1 Untersuchung der ASPV-induzierten Oberflächenregulation von 

SLA I 

Zur genauen Untersuchung der SLA I-Oberflächenexpression nach ASPV-Infektion wurden 

Armenia- oder Estonia-infizierte Monozyten (MOI 1, 24 hpi) mittels Durchflusszytometrie und 

Immunfluoreszenz analysiert (Abbildung 4.15). Als Kontrollen dienten nicht-infizierte 

Monozyten. Die relative Veränderung der SLA I-Expression auf Armenia-infizierten Monozyten 

war im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle um etwa 80 % vermindert. Estonia-infizierte 

Zellen wiesen hingegen keine entsprechend reduzierte SLA I-Oberflächenexpression auf. Sie 

lag im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle bei 90 % (Abbildung 4.15-A). Diese 

Beobachtung konnte mittels Immunfluoreszenz bestätigt werden. Während nicht-infizierte 

primäre Monozyten eine sehr gut detektierbare SLA I-Oberflächenfärbung aufwiesen, zeigte 

sich nach Armenia-Infektion bei den Monozyten eine sehr schwache und diffuse SLA I-

Oberflächenfärbung (Abbildung 4.15-B). Bei Estonia-infizierten Zellen konnte hingegen eine 

der Kontrolle entsprechend gute SLA I-Oberflächenfärbung beobachtetet werden. 
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Abbildung 4.15: Armenia führt zur verminderten Oberflächenexpression von SLA I. Für die Analyse der 
Oberflächenexpression von SLA I in der Durchflusszytometrie wurden primäre porzine Monozyten 24 h nach 
Armenia- oder Estonia-Infektion bzw. als nicht-infizierte Kontrollzellen analysiert (A). Die x-fache Veränderung 
der SLA I Oberflächenexpression wurde anhand der MFI infizierter Monozyten in Relation der MFI nicht infizierter 
Kontrollzellen (gestrichelte Linie bei 1) ermittelt. Abgebildet sind die jeweiligen Mittelwerte im 
Streupunktdiagramm. Statistisch signifikante Unterschiede wurden wie in Kapitel 3.7 bestimmt und zeigen bei 
einem Signifikanzniveau von α = 0,05 extrem signifikante Unterschiede (p < 0,0001), die als (****) 
gekennzeichnet sind. (B). Immunfluoreszenz-basierte Analysen der SLA I Oberflächenexpression von nicht-
infizierten Kontrollzellen bzw. Armenia- oder Estonia- infizierter Monozyten 24 hpi. Dargestellt ist die Expression 
von SLA I auf der Zelloberfläche (rot), intrazellulärem p72 (grün) und DNA (DAPI, blau). 
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4.4.2  Einfluss des Proteasoms und des Peptidbeladungskomplexes 

(PLC) auf die SLA I-Regulation nach ASPV Infektion 

Die durch Armenia-Infektion induzierte Reduktion der Oberflächenexpression von SLA I kann 

unterschiedlicher Ursache sein. Die Sekretion des Peptid-beladenen SLA I-Moleküls erfordert 

eine Reihe vorgeschalteter Prozesse: Zunächst müssen zytosolische Proteine durch das 

Proteasom in Peptide gespalten und mittels Antigenpeptid-Transporter (TAP) in das ER 

transportiert werden [48,241,242]. Dieser TAP-assoziierte Beladungskomplex wird dort zur 

Assemblierung des Peptid-SLA I-Komplexes vom Adapterprotein Tapasin (TPN) rekrutiert und 

die stabilen Komplexe final zur Zelloberfläche sezerniert [53,54,57]. 

Ob die ASPV-Infektion diese Prozesse beeinflusst, wurde im folgenden Abschnitt genauer 

beleuchtet. Dafür wurden Expressionslevel von Untereinheiten des Immunoproteasoms 

(LMP2, LMP7) und des Proteasoms (α4) [241] sowie solche des Peptidbeladungskomplexes 

(TAP1, TAP2 und TPN) [53,54] quantitativ untersucht. Nicht-infizierte bzw. Armenia- oder 

Estonia-infizierte Monozyten wurden dafür 24 hpi lysiert und darin enthaltene Proteine in der 

SDS-PAGE nach Größe aufgetrennt, sowie im Immunoblot analysiert. Anhand einer β-Aktin-

Ladekontrolle, sowie der Bande von nicht-infizierten Kontrollzellen konnte die relative 

Bandenintensität der jeweiligen (Immuno-) Proteasommarker (α4, LMP7 und LMP2) 

(Abbildung 4.16-A), sowie der Untereinheiten des PLC (TAP1, TAP2, TPN) (Abbildung 4.16-B) 

bestimmt werden. Die Expressionslevel der konstitutiv exprimierten proteasomalen 

Untereinheit α4, sowie der Untereinheiten des induzierbaren Immunoproteasoms (LMP7 und 

LMP2) zeigten keine signifikanten Unterschiede nach ASPV-Infektion. Auch bei den 

Untereinheiten des PLC ergaben sich keine bedeutsamen Expressionsunterschiede für TAP1, 

TAP2 und TPN. Somit kann auch hier davon ausgegangen werden, dass die 

Schlüsselkomponenten des PLCs nicht als Angriffsziel dienen. Zusammenfassend lässt sich 

eine Beeinträchtigung der Expression von Proteasom- und PLC-UE durch die ASPV-Infektion 

ausschließen. 
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Abbildung 4.16: ASPV hat keinen Einfluss auf die Zusammensetzung von (Immuno-) Proteasom und MHC I-
Peptidbeladungskomplex.  Lysate von primären porzinen Monozyten, die für 24 h mit Armenia oder Estonia bzw. 
nicht-infiziert worden sind, wurden nach SDS-PAGE im Immunoblot auf die Expression von Proteasom-
Untereinheiten, wie α4, und Immunoproteasom-Untereinheiten, wie LMP7 und LMP2 (A) sowie 
Peptidbeladungskomplexuntereinheiten, wie TAP1, TAP2 oder TPN (B) untersucht. Im oberen Teil sind jeweils 
Ausschnitte des Immunoblots gezeigt, wobei nicht-infizierte Kontrollzellen (K) und Armenia- (A) oder Estonia (E)-
infizierte Zellen gegenübergestellt sind und β-Aktin als Ladekontrolle diente. In dem jeweils darunter 
befindlichen Diagramm sind die relativen Signalintensitäten dargestellt, die sich aus den Bandenintensitäten der 
ASPV-infizierten Proben dividiert durch die der nicht-infizierten Kontrolle (gestrichelte Linie bei 1) ergeben. 
Abgebildet sind die jeweiligen Mittelwerte im Streupunktdiagramm. 

 

4.4.3 Intrazelluläre SLA I-Expression und -Glykosylierung 

Die verminderte SLA I-Oberflächenexpression primärer Monozyten nach Armenia-Infektion 

könnte auf eine Reduktion in der Gesamt-SLA I-Expression zurückzuführen sein. Um dies zu 

überprüfen, wurden Zelllysate nicht-infizierter Kontrollen und Armenia- oder Estonia-

infizierter Monozyten 24 hpi mittels Immunoblot auf die SLA I-Expression hin analysiert 

(Abbildung 4.17-A). Mithilfe einer β-Aktin-Ladekontrolle konnte die relative Bandenintensität 

für SLA I ermittelt und miteinander verglichen werden. Es konnten jedoch auch hier 

entsprechend der vorgehenden Untersuchungen keine signifikanten Unterschiede im 
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Gesamtlevel der SLA I-Expression zwischen nicht-infizierten und ASPV-infizierten Monozyten 

gefunden werden.  

Da weder das Proteasom, der PLC, noch die SLA I-Expression nach ASPV-Infektion 

beeinträchtigt waren, könnte eine eingeschränkte intrazelluläre SLA I-Reifung als mögliche 

Ursache für die verminderte Oberflächenexpression infrage kommen. Wie zuvor in Kapitel 

4.3.2 dargestellt, kann anhand des Glykosylierungstatus von Proteinen auf deren intrazelluläre 

Lokalisation geschlossen werden. Mittels EndoH-Assay wurden daher Zelllysate nicht-

infizierter Kontrollen und Armenia- oder Estonia-infizierter Zellen auf den 

Glykosylierungsstatus von SLA I hin untersucht (24 hpi). Wie in Abbildung 4.17-B zu sehen, 

unterschied sich die SLA I-EndoH-Sensitivität Armenia-infizierter von denen Estonia-infizierter 

Monozyten deutlich. So wiesen Armenia-infizierte Zellen gegenüber der Kontrolle und 

Estonia-infizierten Zellen eine deutlich ausgeprägte Bande für ER-assoziierte SLA I-Moleküle 

auf (Abbildung 4.17-B). Bestimmt man die Verhältnisse zwischen EndoH-sensitiver und – 

Abbildung 4.17: Armenia beinträchtigt die intrazelluläre Reifung trotz stabil-exprimierter SLA I-Moleküle. 
Lysate Armenia- oder Estonia- bzw. nicht-infizierten Monozyten wurden nach SDS-PAGE im Immunoblot auf die 
SLA I Expression untersucht (A). Die relative Bandenintensität der SLA I-Expression wurde anhand nicht-
infizierter Kontrollproben (gestrichelte Linie bei 1) und einer β-Aktin-Ladekontrolle normalisiert. Die 
Untersuchung der Glykosylierung von SLA I erfolgte mittels EndoH-Assay (B). Lysate von nicht-infizierten 
Kontroll- bzw. Armenia- oder Estonia-infizierten Zellen wurden parallel zu einer PNGase-Kontrolle aufgetragen 
und diese entweder ohne (-EndoH) bzw. mit Enzym (+EndoH) behandelt (B, oben). Für die Quantifizierung dieser 
Ergebnisse wurden die Signalintensitäten der unteren Bande (ER) von EndoH-behandelten Proben durch die 
Signalintensitäten der oberen Bande für jede Probe (Post-ER) dividiert (B, unten) und im Diagramm als relativer 
Anteil EndoH-sensitiver SLA I-Moleküle angegeben. Statistisch signifikante Unterschiede wurden wie in Kapitel 
3.7 bestimmt und zeigen bei einem Signifikanzniveau von α = 0,05 signifikante Unterschiede (p < 0,05), die als (*) 
gekennzeichnet sind.  
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resistenter SLA I-Bande (Verhältnis: ER- zu Golgi-SLA I), so wiesen Armenia-infizierte 

Monozyten einen 52 %igen Anteil an unreifen ER-lokalisierten SLA I-Molekülen auf. Dieser 

Anteil lag bei Estonia-infizierten oder nicht-infizierten Zellen lediglich bei 22-24 %. 

Interessanterweise zeigte sich bereits ohne EndoH-Verdau, dass die SLA I-Bande Armenia-

infizierter-Zellen eine reduzierte Größe aufwies im Vergleich zur Kontrolle oder Estonia-

infizierter Zellen. Dies allein deutet schon darauf hin, dass die intrazelluläre SLA I Reifung bei 

Armenia-infizierten Monozyten massiv gestört zu sein scheint. Zusammenfassend kann also 

festgestellt werden, dass eine gestörte intrazelluläre Reifung von SLA I nach Armenia-Infektion 

die grundlegende Ursache für die verminderte Oberflächenexpression sein könnte. 

SLA I-Moleküle werden im ER synthetisiert und dann während ihrer molekularen Reifung in 

peptidbeladener Form über den Golgi-Apparat und das TGN zur Plasmamembran 

transportiert [110,220]. Die beobachtete Beeinträchtigung der SLA I-Reifung in Armenia-

infizierten Monozyten mit dem Verbleib unreifer SLA I-Moleküle im ER lässt vermuten, dass 

der intrazelluläre Membrantransport und/oder die Kompartimentstrukturen in starkem Maße 

durch die virale Infektion beeinträchtigt wurden. 

Um den Einfluss der ASPV-Infektion auf die intrazelluläre SLA I-Reifung näher zu bestimmen, 

wurden entsprechende Monozytenproben mittels Immunfluoreszenz auf die intrazelluläre 

Präsenz und Verteilung von p72 (Infektionsmarker) und SLA I untersucht (Abbildung 4.18). 

Hierbei zeigten sich erneut markante Charakteristika bei der intrazellulären SLA I-Anfärbung 

nach Armenia-Infektion. Diese wiesen eine eher disperse und wenig akkumulierte 

zytoplasmatische SLA I-Verteilung auf. Im Gegensatz dazu war bei Kontrollzellen und Estonia-

infizierten Monozyten die SLA I-Anfärbung wesentlich kondensierter und auf bestimmte 

perinukleäre Strukturen begrenzt. Zusätzlich zeigten sich für SLA I und p72 in Armenia- und 

Estonia-infizierten Zellen Kolokalisationen. Dies unterstreicht erneut einen Virusstamm-

abhängigen Effekt auf SLA I. Aus den Ergebnissen der Immunfluoreszenz kann gefolgert 

werden, dass Armenia und Estonia unterschiedlichen Einfluss auf die Kompartimentierung von 

SLA I nehmen. Im Hinblick auf die ausgeprägte ER-Retention der SLA I-Moleküle in Armenia-

infizierten Monozyten (Abbildung 4.18-B) wurde in den nachfolgend beschriebenen 

Experimenten der Fokus auf eine vergleichende Analyse der ER-Strukturen ASPV-infizierter 

Monozyten gelegt. 
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Abbildung 4.18: Einfluss von ASPV auf die intrazelluläre Lokalisation von SLA I in infizierten Monozyten. 
Primäre porzine Monozyten wurden als nicht-infizierte Kontrolle bzw. 24 h nach Armenia- oder Estonia-Infektion 
in der Immunfluoreszenz auf die intrazelluläre Expression von SLA I (rot), p72 (grün) und DNA (DAPI, blau) 
untersucht. 

 

4.4.4  Untersuchungen von funktionellen Strukturen des ER nach 

ASPV Infektion 

Es ist bekannt, dass ASP-Virionen während der Assemblierung ER-Membranen als 

Hüllbestandteile einbauen [41,80,83,84]. Vor diesem Hintergrund und den Erkenntnissen zur ER-

Retention von SLA I nach ASPV Armenia-Infektion (Abbildung 4.17-B) wurden speziell ER-

Strukturen in weiteren Analysen untersucht. Mittels Immunfluoreszenzen wurden hierzu in 

nachfolgenden Experimenten Armenia-, Estonia- und nicht-infizierte Monozyten (MOI 1, 
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24 hpi) intrazellulär auf die Präsenz funktionaler ER-Strukturen mittels Calreticulin-Anfärbung 

(grüne Fluoreszenz) untersucht. Calreticulin ist ein im rauen ER lokalisiertes molekulares 

Chaperon, welches die korrekte Faltung von Glykoproteinen im Lumen des ERs unterstützt 

[243,244]. Seine Präsenz im ER gilt als Indikator für ein funktionales Kompartiment [245,246]. Die 

ASPV-Infektion der Monozyten wurde wie bereits zuvor mittels p72 geprüft. Wie in Abbildung 

4.19 zu sehen, zeigten Kontrollzellen für die Calreticulin-Färbung ein charakteristisches 

retikuläres Muster, welches auf eine intakte Struktur von ER-Membranen hinweist. Im 

Gegensatz hierzu zeigte sich in ASPV-infizierten Zellen eine andere intrazelluläre Verteilung 

des Calreticulins. Diese war im Falle der Armenia-Infektion nur sehr schwach angefärbt. Somit 

scheinen hier kaum Calreticulin-enthaltende ER-Strukturen vorhanden zu sein. Estonia-

infizierte Monozyten zeigten eine deutlich stärkere Calreticulin-Färbung, die mehr der von 

nicht-infizierten Monozyten glich und perinukleäre Anhäufungen aufwies. Zusammenfassend 

kann also festgehalten werden, dass die ASPV-Infektionen in Stamm-abhängiger Weise 

Einfluss auf funktionale ER-Strukturen der Wirtszelle nehmen. Dies wurde anhand von EM-

Analysen bestätigt, in denen Armenia oder Estonia-infizierte Monozyten 16 hpi (MOI 3) 

untersucht wurden (Abbildung 4.20-A). Für jeden Infektionsansatz sind zwei verschiedene 

Zellen dargestellt (Abbildung 4.20-B). Zum besseren Verständnis wurden die Zellkerne 

nachträglich violett und das raue ER in rosa eingefärbt. Viral factories oder Virionen sind mit 

einem Kreis markiert. Die Aufnahmen zeigen einen deutlichen Unterschied zwischen Armenia- 

und Estonia-infizierten Monozyten. So zeichnen sich Armenia-infizierte Monozyten durch das 

Fehlen funktioneller rauer ER-Strukturen und die Präsenz großer Stressvesikel aus. Zudem 

fanden sich innerhalb des Zellkörpers unmittelbar neben den Stressvesikeln elektronendichte 

ovale Strukturen, die in Estonia-infizierten Zellen offensichtlich nicht vorhanden waren. 
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Abbildung 4.19: Verlust Calreticulin-positiver, intakter ER-Strukturen nach Armenia-Infektion.  Primäre porzine 
Monozyten wurden als nicht-infizierte Kontrolle bzw. 24 h nach Armenia- oder Estonia-Infektion in der 
Immunfluoreszenz auf die intrazelluläre Expression von p72 (rot), Calreticulin (grün) und DNA (DAPI, blau) 
untersucht. 
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Abbildung 4.20: Armenia-infizierte Monozyten verlieren funktionelle ER-Strukturen und zeigen Stressvesikel. 
Primäre porzine Monozyten wurden 16 h nach Armenia- oder Estonia-Infektion (MOI 3) 
elektronenmikroskopisch untersucht und im Original (A) bzw. artifiziell eingefärbt (B) abgebildet. Es sind jeweils 
zwei verschiedene Zellen gezeigt. Der Zellkern ist violett, raues ER orange eingefärbt, sowie Virionen und viral 
factories eingekreist markiert (B). 
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Aufgrund des Fehlens eines intakten rauen ERs nach Armenia-Infektion wurde nachfolgend 

der virale Einfluss auf die Proteintranslation untersucht. Hierzu wurde ein Puromycin-

Analogon verwendet. Dieses besitzt einen Alkinrest und wird in Zellen mit aktiver 

Proteintranslation am C-Terminus von translatierten Polypeptidketten eingebaut, was 

letztlich zum Abbruch der Translation führt [247]. Diese verkürzten C-terminalen Alkin-

markierten Proteine können weiterhin über Kupfer-katalysierte Click-Chemie nachgewiesen 

werden. Mithilfe dieser Methode (Kapitel 3.5.3) konnte die Proteintranslation im 

Durchflusszytometer quantifiziert werden, der Anteil an eingebautem Puromycin-Analogon 

bei aktiver Proteinsynthese ist dabei proportional zur gemessenen Fluoreszenzintensität. In 

einer Kinetik von 24 über 72 hpi wurde die Proteintranslation Armenia- und Estonia-infizierter  

Abbildung 4.21: Progressives Abschalten der Proteintranslation in Armenia-infizierten Monozyten. Primäre 
porzine Monozyten wurden als nicht-infizierte Kontrolle bzw. nach Armenia- oder Estonia-Infektion 24 (weiß) 
oder 72 hpi (grau) durchflusszytometrisch auf ihre Proteintranslationsaktivität untersucht (s. 3.5.3). Zusätzlich 
wurden Chlorhexidin/Cycloheximid (CHX)-behandelte Zellen als Negativkontrolle eingesetzt. Exemplarisch sind 
die Konturplots der vier Konditionen eines Replikates abgebildet (oben). Markiert ist die Grenze zwischen Zellen 
mit aktiver und nicht-aktiver Proteintranslation. Der prozentuale Anteil der Proteintranslations-positiven Zellen 
wurde tierindividuell anhand der Kontrollen bestimmt und im unteren Diagramm quantifiziert. Abgebildet sind 
die jeweiligen Mittelwerte im Streupunktdiagramm. Statistisch signifikante Unterschiede wurden wie in Kapitel 
3.7 bestimmt und zeigen bei einem Signifikanzniveau von α = 0,05 hoch signifikante Unterschiede (p < 0,01), die 
als (**) gekennzeichnet sind, sowie extrem signifikante Unterschiede (p < 0,0001), die mit (****) markiert sind. 
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Monozyten untersucht. Nicht-infizierte und Cycloheximid-(CHX) behandelte Monozyten 

dienten als entsprechende Kontrollen (Abbildung 4.21). 

Der Anteil der Zellen, die eine aktive Proteintranslation aufweisen, wurde im Diagramm 

zusammengefasst und verdeutlicht ein progressives Abschalten der Proteintranslation in 

Armenia-infizierten Zellen von 24 über 72 hpi (von 35 auf 15 %). Die Werte lagen nahe bei 

denen der Positivkontrolle (CHX-behandelte Zellen) mit 2 auf 5 %. Hingegen zeigten Estonia-

infizierte Monozyten eine transiente Reduktion der Proteintranslation (60 auf 86 %), welche 

sich nach 72 hpi nicht von der der Kontrollzellen unterschied. Diese Ergebnisse lassen die 

Schlussfolgerung zu, dass die defekten rauen ER-Strukturen in Armenia-infizierten Monozyten 

mit einer verminderten Proteintranslation der Wirtszelle einhergehen. Die fehlenden 

funktionellen ER-Strukturen mit Beeinträchtigung der Proteintranslation können zu einer 

vermehrten Proteinfehlfaltung führen. Als Folge wird die Signalkaskade der unfolded protein 

response (UPR) aktiviert, welche sich in einer erhöhten Expression von ER-Stress-Markern 

äußert. 

4.4.5  Zellulärer Stress unter Aggresomenbildung und Apoptose-

Induktion 

Ob tatsächlich nach einer Armenia-Infektion eine erhöhte Expression ER-assoziierter Stress-

Marker auftritt, wurde im Weiteren mittels qRT-PCR analysiert. Dafür wurde die mRNA-

Expression von ATF4 (ER-Stress-regulierter Transkriptionsfaktor [248,249]), BiP (ER-lokalisiertes  

Abbildung 4.22: Transienter ER-Stress in Armenia-infizierten Monozyten mit kontinuierlich hochreguliertem 
pro-apoptotischem Faktor. Die RNA von nicht-infizierten und ASPV-infizierten primären porzinen Monozyten 
wurde 6 und 24 hpi aufgereinigt und die Expression von ATF4, BiP und DDIT3 mittels qRT-PCR analysiert (Kapitel 

3.7). Dargestellt sind die relativen mRNA-Expressionslevel für nicht-infizierte Kontrollzellen (•), Armenia (, grau) 
- oder Estonia (o, grau) -infizierte Monozyten. Zur Normalisierung der Expression wurde eine GAPDH-Kontrolle 
verwendet. Statistisch signifikante Unterschiede wurden wie in Kapitel 3.7 bestimmt und zeigen bei einem 
Signifikanzniveau von α = 0,05 signifikante Unterschiede (p < 0,05), die als (*) gekennzeichnet sind und hoch 
signifikante Unterschiede (p < 0,001), die als (**) gekennzeichnet sind. Abgebildet sind die jeweiligen 
Mittelwerte im Streupunktdiagramm. 
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Chaperon [246,250]) und DDIT3 (proapoptotischen Faktor [18,251,252]) für 6 und 24 hpi in nicht-

infizierten Kontrollen sowie Armenia- und Estonia-infizierten Monozyten quantifiziert 

(Abbildung 4.22).  

Bei Armenia ergaben sich bereits für 6 hpi bei ATF4, BiP und DDIT3 eine teils signifikante 

Expressionserhöhung. Im Fall von ATF4 und BiP reduzierte sich der mRNA-Level wieder bei 

24 hpi. Für DDIT3 stieg hingegen der Level bei 24 hpi auf das 10-fache der Kontrolle an. Im 

Falle von Estonia zeigte sich zu keinem Zeitpunkt signifikant erhöhte Expression der drei 

Stressmarker. Es kann also festgehalten werden, dass nach Armenia-Infektion ein transienter 

ER-Stress auftrat, der mit einer deutlich gesteigerten Expression eines proapoptotischen 

Faktors einhergeht. 

ER-Stress steht häufig in unmittelbarem Zusammenhang mit der Beeinträchtigung 

mitochondrialer Funktionen [253,254]. Inwiefern dies auch bei ASP-Infektionen gilt, wurde 

anhand des mitochondrialen Membranpotentials (MMP) mithilfe eines fluoreszierenden 

MitoTrackers durchflusszytometrisch analysiert. Neben nicht-infizierten wurden auch CCCP-

behandelte Zellen als Kontrollen mit einbezogen. CCCP bewirkt als ETC-Entkoppler ein 

vermindertes Membranpotential in Mitochondrien [255,256]. Bezogen auf nicht-infizierte  

Abbildung 4.23: Verlust von MMP und mitochondrialer Dehydrogenase nach Armenia-Infektion. Nicht-
infizierte Kontroll- bzw. Armenia- oder Estonia-infizierte Monozyten, sowie CCCP-behandelte Zellen wurden 
24 hpi durchflusszytometrisch auf das Membranpotential der Mitochondrien (MMP) untersucht (Kapitel 3.5.3) 
(A). Dargestellt ist die x-fache Veränderung des Membranpotentials anhand der MFI der ASPV-infizierten Proben 
in Relation zu Kontrollzellen (gestrichelte Linie bei 1). Die metabolische Aktivität, beeinflusst von der 
mitochondrialen Dehydrogenase, wurde von Kontrollzellen, Armenia- oder Estonia-infizierten Monozyten 6 
(weiß), 24 (hellgrau) und 48 hpi (dunkelgrau) im WST-1-Assay gemessen (Kapitel 3.5.4) (B). Das 
Streupunktdiagramm zeigt die Mittelwerte der metabolischen Aktivität in Prozent, dafür wurden die Ergebnisse 
der Proben tierindividuell auf die jeweilige nicht-infizierte Kontrolle (gestrichelte Linie bei 1) relativiert und der 
Mittelwert aus technischen Triplikaten verwendet. Statistisch signifikante Unterschiede wurden wie in Kapitel 
3.7 bestimmt und zeigen bei einem Signifikanzniveau von α = 0,05 signifikante Unterschiede (p < 0,05), die als (*) 
gekennzeichnet sind, sowie hoch signifikante Unterschiede (p < 0,001), die mit (***) markiert sind bzw. nicht 
signifikante Unterschiede (ns). 
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Kontrollen wurde die relative Veränderung des MMPs bei den ASPV-infizierten Monozyten 

ermittelt (24 hpi) (Abbildung 4.23-A). Hierbei zeigte sich ein signifikanter Verlust des MMPs in 

Armenia- jedoch nicht in Estonia-infizierten Zellen. Dieser lag bei etwa 30 %. Zusätzlich wurde 

ein WST-1-Assay zur Messung der mitochondrialen Dehydrogenase-Aktivität genutzt 

(Kapitel 3.4.4). Wie in Abbildung 4.23-B dargestellt, fallen auch hier deutliche Unterschiede 

auf.  

Während im Vergleich zu Kontrollen, Estonia-infizierte Zellen im Zeitverlauf von 6 bis 48 hpi 

einen geringen Verlust von etwa 20 % zeigten, reduzierte sich die mitochondriale 

Dehydrogenase-Aktivität in Armenia-infizierten Zellen auf knapp 70 %. Diese Resultate 

bestätigen den durch Armenia induzierten Phänotyp einer deutlich gestressten Wirtszelle 

(Abbildung 4.22). Eine derartige physiologische Situation kann als Folge fehlerhafter 

Proteinfaltung in den betroffenen Zellen die vermehrte Bildung von intrazellulären Aggregate 

auslösen [257,258]. 

Bereits zuvor konnten in Armenia-infizierten Monozyten intrazelluläre, elektronendichte und 

stark kondensierte Zellstrukturen nachgewiesen werden (Abbildung 4.20). Diese wurden in 

weiteren EM-Analysen abermals identifiziert. Ein Vergleich aller Präparate zeigte, dass diese 

Strukturen (orange markiert) ausschließlich in Armenia-infizierten Zellen auftraten (Abbildung 

4.24). Die zum Sortieren der Zellen eingesetzten magnetischen Beads konnten zusätzlich für 

infizierte und nicht-infizierte Monozyten intrazellulär sichtbar gemacht werden (grün). Für 

den Stress-induzierten Phänotyp Armenia-infizierter Zellen spielen diese Bead-Strukturen 

jedoch keine Rolle.  

Ob es sich bei diesen kondensierten Strukturen um aggregiertes Zellmaterial (Aggresomen) 

handelt, wurde mittels eines spezifischen Rotamer-Farbstoffes (Kapitel 3.5.3) in der 

Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie untersucht (Abbildung 4.25). Mithilfe des 

dieses Farbstoffes, der nach Einlagerung in aggregierte Proteinstrukturen rot fluoresziert, 

konnten große Aggresomenstrukturen (bis zu 10 µm im Durchmesser) in Monozyten nach 

Armenia-Infektion nachgewiesen werden. Obschon auch bei Estonia-Infektionen 

Aggresonembildung in den Wirtszellen auftrat, war diese jedoch nur in abgeschwächter Form 

sichtbar (Abbildung 4.25-A). Der sog. Aggresomenfaktor (Kapitel 3.4.3), der über die MFI der 

Durchflusszytometrie ermittelt wurde, ist für Armenia- und Estonia-infizierte Monozyten in 
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Abbildung 4.25-B gezeigt. Auch hier konnte im Vergleich zur Estonia-Infektion eine erhöhte 

Aggresomenbildung nach Armenia-Infektion festgestellt werden. 

Abbildung 4.24: Aggresomen-Bildung in Armenia-infizierten Monozyten. Die Ultrastruktur primärer porziner 

Monozyten wurde mittels Elektronenmikroskopie (Kapitel 3.5.2) auf das Vorhandensein zytoplasmatischer 
Aggresomen untersucht. Dafür wurden nicht-infizierte Kontrollzellen (links) bzw. Armenia (Mitte) oder Estonia- 
(rechts) infizierte Monozyten (MOI 3) verwendet. Zur besseren Visualisierung wurde der Zellkern (Nukleus) 
violett, die zur Sortierung verwendeten magnetischen Beads grün und Aggresomen orange eingefärbt. 
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Abbildung 4.25: Akkumulation fehlgefalteter Proteine in Armenia-infizierten Monozyten. Primäre porzine 
Monozyten wurden als nicht-infizierte Kontrolle bzw. 24 h nach Armenia- oder Estonia- Infektion in der 
Immunfluoreszenz (Kapitel 3.5.1) auf das Vorkommen zytoplasmatischer Aggresomen untersucht (A). Die 
Aggresomen wurden mit dem Rotamer-Farbstoff in rot, die DNA der Zellen mit DAPI in blau gefärbt. Zur 
Quantifizierung von Aggresomen nach ASPV Infektion (24 hpi) wurde der Rotamer-Farbstoff auch in der 
Durchflusszytometrie (Kapitel 3.5.3) eingesetzt (B). Der Aggresomenfaktor wurde wie in Kapitel 3.5.3 berechnet 
und spiegelt die Aggresomendichte in Armenia- und Estonia-infizierten Zellen im Vergleich zu MG-132-
behandelten Zellen, die als Positivkontrolle dienen, wider. Abgebildet sind die Mittelwerte im 
Streupunktdiagramm, statistisch signifikante Unterschiede wurden wie in Kapitel 3.7 bestimmt und zeigen bei 
einem Signifikanzniveau von α = 0,05 signifikante Unterschiede (p < 0,05), die als (*) gekennzeichnet sind. 

Der Armenia-vermittelte ER-Stress mit hochreguliertem proapoptotischen Faktor DDIT3 legt 

nahe, dass die infizierten Monozyten ihren Zelltod über den Prozess der Apoptose einleiten. 

Die Caspase-3 ist eine Protease und Effektor-Caspase, die eine essentielle Rolle in der 

Apoptose spielt. Nach Aktivierung spaltet sie verschiedene Proteine und ermöglicht so den 

kontrollierten Abbau und Tod der Zelle [259,260]. Um ASPV-infizierte Zellen auf Caspase-3-

induzierte Apoptose zu untersuchen, wurden diese durchflusszytometrisch und mittels 

Immunoblot auf die Expression aktiver Caspase-3 hin analysiert (6 und 24 hpi). In Abbildung 

4.26-A ist die durchflusszytometrische Analyse von Caspase-3 für Armenia- oder Estonia-

infizierte Monozyten gezeigt. In der Zusammenstellung der relativen MFI-Daten zeigte sich 

6 hpi ein signifikant erhöhter Caspase 3-Level in Armenia-infizierten Monozyten (2,3-fach zur 
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Kontrolle, Abbildung 4.26-B). Hingegen wiesen Estonia-infizierte Zellen keine entsprechend 

erhöhten Caspase-3-Level auf (1,5 fach, 6 hpi). Da sich 24 hpi bei Armenia-Infektionen wieder 

reduzierte MFI-Werte für aktivierte Caspase-3 zeigten, kann von einer transienten Aktivierung 

dieser Protease ausgegangen werden. Eine entsprechende Caspase 3-Aktivierung im Falle 

Armenia-infizierter Monozyten (6 hpi) konnte auch in Westernblotanalysen belegt werden 

(Abbildung 4.26 -C).  

Abbildung 4.26: Armenia-Infektion induziert Apoptose in Monozyten. Nicht-infizierte bzw. Armenia- oder 
Estonia-infizierte primäre porzine Monozyten wurden 6 und 24 hpi auf die Expression aktiver Caspase-3 in der 
Durchflusszytometrie (A-B) und im Western Blot (C) untersucht. Beispielhaft wurde die Caspase-3 Expression 
Armenia- (dunkelgrau) und Estonia- (hellgrau) infizierter Zellen im Histogramm dargestellt. Die Daten der MFIs 
sind in (B) zusammengefasst: Die x-fache Veränderung der MFI für die Expression der aktiven Caspase-3 wurde 
von Armenia- oder Estonia-infizierten Monozyten angegeben und bezieht sich tierindividuell auf die nicht-
infizierte Kontrolle (gestrichelte Linie bei 1). Abgebildet sind die Mittelwerte im Streupunktdiagramm, statistisch 
signifikante Unterschiede wurden wie in Kapitel 3.7 bestimmt und zeigen bei einem Signifikanzniveau von 
α = 0,05 extrem signifikante Unterschiede (p < 0,001), die als (***) gekennzeichnet sind bzw. nicht-signifikante 
(ns) Unterschiede.  Die Analyse der Caspase-3 Expression im Immunoblot (Kapitel 3.6.5) zeigt die Banden der 
Ladekontrolle (Aktin) und der aktiven Caspase-3 von Zelllysaten der Kontrollzellen (K) bzw. Armenia- (A) und 
Estonia- (E) infizierten Monozyten (C) exemplarisch von einem aus 3 Replikaten. 
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Zusammenfassend kann gefolgert werden, dass die Armenia-Infektion von Monozyten nach 

einer “ungelösten“ Zellstresssituation zum apoptotischen Zelltod führt. 

4.4.6  Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der SLA I und CD172a 

Regulation durch andere ASPV-Stämme 

Ein direkter Genom-Vergleich zum Vorhandensein von MGF-Genen (MGF 110/ 300/ 360/ 505) 

verschiedener ASPV-Stämme zeigte große genetische Gemeinsamkeiten von ASPV Benin97/1 

und Estonia. In Tabelle 4.1 sind die MGF-Gene rot markiert, die diesen beiden ASPV-Stämmen 

im Vergleich zu Armenia, NHV und OURT88/3 fehlen. Mögliche Ursachen für eine Stamm-

abhängige bzw. -unabhängige Subversion der Oberflächenexpression von SLA I- und CD172a 

könnten auf die An- und Abwesenheit bestimmter MGF-Gene zurückzuführen sein. Um dies 

zu analysieren wurden ASPV-Stämme des Genotyps I (ASPV Benin97/1, NHV und OURT88/3) 

in die Untersuchungen der Oberflächenexpression von SLA I und CD172a mit einbezogen. Für 

die entsprechenden Experimente mit den verschiedenen ASPV-Stämmen wurden die 

primären Monozyten jeweils 24 hpi mit einer MOI 1 infiziert. Die spanischen ASPV-Stämme 

OURT88/3 und NHV gelten als niedrig-virulent, während der ASPV Benin97/1 als hoch-virulent 

charakterisiert ist [184,261,262]. In Abbildung 4.27 sind die relativen Werte der gemessenen SLA I 

und der CD172a-Oberflächenexpression in Relation zur nicht-infizierten Kontrolle dargestellt.  

Die SLA I-Oberflächenexpression zeigte für ASPV Benin97/1 und Estonia-infizierte Monozyten 

vergleichbare Werte (etwa 65 % der nicht-infizierten Kontrolle), wohingegen bei ASPV 

Armenia der entsprechende Wert bei 35 % lag. Im gleichen Bereich lag die SLA I-

Oberflächenexpression bei ASPV NHV und OURT88/3-infizierte Monozyten (33 bzw. 40 %) 

(Abbildung 4.27-A). Die nach Estonia-Infektion im Vergleich zu vorherigen Ergebnissen 

verminderte SLA I-Expression lässt sich durch eine tierindividuelle Varianz begründen, 

unterscheidet sich dennoch signifikant zu der SLA I-Expression Armenia-infizierter Zellen. Für 

die virale SLA I Subversion in ASPV-infizierten Monozyten (ASPV Armenia, NHV und 

OURT88/3) könnte man insgesamt eine ursächliche Beteiligung von MGF-110-2, -4, -5, -9 

sowie MGF505-8 annehmen, da diese bei den ASPV-Stämmen ohne entsprechende SLA I-

Subversion (ASP Estonia und Benin97/1) fehlen.  
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Im Falle der CD172a-Analysen ließen sich entsprechende Unterschiede in der Subversion 

zwischen den untersuchten ASPV-Stämmen nicht feststellen. Die ermittelte 

infektionsbedingte Reduktion von Oberflächen-CD172a schwankte bei den untersuchten 

ASPV-Stämmen zwischen 32 und 53 % (Abbildung 4.27-B). Somit könnten hier die 

subversionsbeteiligten viralen Faktoren in den “genomischen Gemeinsamkeiten“ der 

untersuchten ASPV-Stämmen zu finden sein, wie z.B. im Gen MGF110-14, welches bei allen 

untersuchen ASPV-Stämmen vorhanden ist. 

Abbildung 4.27: Gemeinsamkeiten und Differenzen in der viralen Subversion von SLA I und CD172a durch 
unterschiedliche ASPV-Stämme. Primäre porzine Monozyten wurden 24 h nach Infektion mit Armenia, 
Benin97/1, Estonia, NHV oder OURT88/3 durchflusszytometrisch auf die Oberflächenexpression von SLA I (A) 
und CD172a (B) untersucht. Grafisch dargestellt ist das Vielfache der SLA I bzw. CD172a Oberflächenexpression, 
die sich aus dem Quotienten der Proben-MFI (ASPV-infizierte Probe) und der Kontroll-MFI (nicht-infizierte Probe, 
gestrichelte Linie bei 1) ergibt. Statistisch signifikante Unterschiede wurden, wie in Kapitel 3.7 beschrieben, 
berechnet und zeigen bei einem Signifikanzniveau von α = 0,05 Unterschiede, die mit (***; p < 0,001) oder mit 
(****; p < 0,0001) gekennzeichnet und extrem signifikant sind. Nicht signifikante Unterschiede wurden mit ns 
gekennzeichnet. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte im Streupunktdiagramm. 

  



Ergebnisse 

112 

Tabelle 4.1 MGF-Genexpression verschiedener ASPV-Stämme 

  Armenia Benin97/1 Estonia NHV OURT88/3 

MGF110 

1  X  X X 

2 X   X X 

3 X     

4 X   X X 

5 X   X X 

6 X     

7 X     

8 X     

9 X   X X 

11 X X    

12 X X    

13 X X  X X 

14 X X X X X 

MGF300 

1 X X X X X 

2  X  X X 

3  X    

4 X X X X X 

MGF360 

1  X  X X 

2 X X X X X 

3 X X  X X 

4 X X X X X 

6 X X X   

8 X X X X X 

9 X X X X X 

10 X X X   

11 X X X   

12 X X X   

13 X X X   

14 X X X   

15 X X X X X 

16  X X X X 

17    X X 

18 X X X X X 

19  X X X X 

MGF505 

1 X X X   

2 X X X   

3 X X X X X 

4 X X X X X 

5 X X X X X 

6 X X X   

7 X X X X X 

8 X   X X 

9 X X X X X 

10 X X  X X 

11 X X  X X 
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5. Diskussion 

Monozyten und Makrophagen spielen als Wirtszellen der ASPV eine elementare Rolle in der 

Immunpathogenese [112,263–266]. Durch ihre APC-typischen Funktionen, wie Phagozytose, 

Antigenpräsentation und Zytokinsekretion steuern sie die antivirale und protektive Immunantwort 

[18,19,46]. Für in vitro-Infektionsversuche kommen häufig Zelllinien zum Einsatz, denen diese 

myeloiden Charakteristika fehlen, jedoch für die Herstellung großer Mengen ASPV unabdingbar 

sind [175,206,267]. Im Gegensatz zu primären porzinen Monozyten und Makrophagen beeinflussen 

diese aber die Genetik und Virulenz der eingesetzten ASPV-Stämme [268–270] und stellen damit für 

wirtsspezifische Analysen nach ASPV-Infektion ein artifizielles und zur in-vivo-Situation weniger 

vergleichbares Modell dar. Der gezielte Einsatz primärer porziner Wirtszellen für ASPV-

Infektionsstudien wird zum besseren Verständnis der Virus-Wirts-Interaktion beitragen und kann 

damit auch die ASPV-Vakzineentwicklung voranbringen, da das Fehlen eines wirksamen Impfstoffes 

die Ausbreitung der ASP begünstigt und für die globale Schweineindustrie einen wichtigen 

sozioökonomischen Faktor darstellt [63,71,200,271,272]. 

5.1 Primäre porzine Monozyten und Makropagen als 

in-vitro-Infektionsmodell für ASPV 

Die Verwendung von Zelllinien für ASPV-Infektionsstudien ist seit den 60er-Jahren des 

letzten Jahrhunderts etabliert [175,273,274] und brachte attenuierte ASPV-Stämme hervor 

[175,268,269]. Somit stellt sich die Frage nach der Eignung von Zelllinien für ASPV-

Infektionsstudien und unterstreicht die besondere Bedeutung primärer Zellen für die 

Wirts-Pathogen-Forschung. Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass sich die in-vivo-

Bedingungen mit primären Zellen besser darstellen lassen, auch wenn ihre experimentelle 

Nutzung zeitaufwändig, arbeits- und kostenintensiv ist [267,275,276]. Faktoren wie 

Verfügbarkeit und Menge primärer porziner Zellen limitieren zudem die Anzahl 

experimenteller Studien mit primären Zellsystemen [275,276]. Weiterhin sind 

molekularbiologische knockout oder Proteinexpressionsansätze zur Erforschung der Virus-

Wirtsinteraktion mit primären Zellen nur eingeschränkt möglich (beobachtete geringe 

Transfektionseffizienz primärer Monozyten in eigenen Studien). Daher werden für die 

Analysen Virulenz-assoziierter Gene sowie von Immunevasions- und Pathogenitäts-

Mechanismen vorwiegend immortalisierte Zelllinien verwendet, die auch zur Virusanzucht 

und Titration der ASPV-Stämme eingesetzt werden [206,277]. Dennoch sind diese Zelllinien 
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für ASPV-Infektionsversuche weniger gut geeignet, da Feldviren zumeist schlechter in ihnen 

replizieren [175,206]. Für die Herstellung von LAVs (Live attenuated viruses) werden diverse 

Makrophagenzelllinien eingesetzt, die jedoch viele charakteristische Funktionsmerkmale 

primärer reifer Makrophagen verloren haben [267,278,279]. Zudem weisen ASPV Stämme, die 

auf Zelllinien passagiert worden sind, häufig veränderte Genomsequenzen auf [270,278,280]. 

Die Zellkultur-Adaption von ASPV erfolgt durch Änderungen im Virusgenom, die häufig auf 

Deletionen in den variablen Regionen (wie MGF-Gene) zurückzuführen sind [268,269] und die 

Infektiosität der adaptierten Stämme so verändert, dass primäre Zellen schlechter infiziert 

werden [269] und zudem in vivo veränderte klinische Verläufe und Viruslasten auftreten 

[175,205]. 

Die Verwendung primärer porziner Monozyten bzw. Makrophagen für ASPV-

Infektionsstudien erfordert die Isolation von Monozyten aus dem peripheren Blut oder 

geweberesidenter, organspezifischer Makrophagen (Kapitel 3.1/Abbildung 4.1). Eine 

anschließende Zugabe von GM-CSF zur Maturierung dieser Vorläuferzellen zu 

Makrophagen beeinflusst zelluläre Funktionen und verändert die antivirale Immunantwort 

dieser Zellen [281,282], da GM-CSF als pro-inflammatorischer M1-Stimulus wirkt [281,283]. Die 

in dieser Arbeit verwendeten unbehandelten primären Monozyten wurden durch 

Anreicherung aus PBMCs mittels CD172a+ gewonnen und ergaben dabei maximale 

Reinheitswerte der Positivfraktion (Abbildung 4.1). Diese Isolationsmethode primärer 

porziner Monozyten wurde mit ähnlicher Reinheitsquote auch bereits von anderen 

Arbeitsgruppen angewendet [237,284]. Es bleibt jedoch unklar, warum eine alternative CD14-

basierte Aufreinigung der Monozyten in dieser Arbeit keine vergleichbar hohen 

Reinheitswerte ergab (Abbildung 4.1). Es kann aber vermutet werden, dass die im Vergleich 

zu CD172a offenbar stark variierende CD14-Expression von Monozyten hierfür 

verantwortlich sein könnte [265,285]. Da jedoch CD172a als Monozytenmarker weniger 

spezifisch ist als CD14 und auch DCs in geringerem Maße CD172a exprimieren [282,286], 

könnte die Heterogenität der über CD172a aufgereinigten Zellpopulation möglicherweise 

einen experimentellen Nachteil darstellen. So ließe sich die Typ I IFN-Sekretion nach ASPV-

Infektion (Abbildung 4.3) neben Monozyten/Makrophagen auch auf vorhandene DCs 

zurückführen [89,287], die sich innerhalb der aufgereinigten Population befinden können [288]. 

Da jedoch DCs ebenfalls ASPV-infizierbar sind und als professionelle APCs viele 

phänotypische und funktionale Gemeinsamkeiten mit Monozyten und Makrophagen 
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besitzen [89,282,287], sollten keine maßgeblichen Beeinträchtigungen oder Abweichungen in 

den Analysen zu beobachten sein. 

Makrophagen unterscheiden sich phänotypisch von Monozyten durch das Vorhandensein 

bestimmter zellulärer Reifemarker, wie CD163 und CD68 (Abbildung 4.2). Dabei ist die 

Bedeutung des Reifungsstadiums, welches häufig durch eine erhöhte CD163 

Oberflächenexpression von Makrophagen definiert ist [289,290], für die Infektiosität 

gegenüber ASPV in der Literatur kontrovers diskutiert [97,291,292]. Dabei konnten Sánchez-

Torres et al. zeigen, dass die Expression von CD163 mit der Suszeptibilität gegenüber ASPV 

korreliert [97], wohingegen CD163 in Studien von Lithgow et al. als nicht essentiell für die 

ASPV-Infektion gilt [292], was in in-vivo-Studien mit CD163-knockout-Schweinen, die sich 

nicht als ASPV-resistent herausstellten, bestätigt werden konnte [292]. Da auch porzine 

Monozyten-Subpopulationen positiv für CD163 erscheinen [293,294] und ebenso mit ASPV 

infizierbar sind [295], können eventuelle Unterschiede in der Suszeptibilität myeloider Zellen 

gegenüber ASPV in Abhängigkeit ihres Reifungsstadium unberücksichtigt bleiben. Somit ist 

die experimentelle Verwendung von Monozyten, die das zelluläre Reifungsstadium 

experimentell unberührt lässt (vgl. Kapitel 3.1/ Abbildung 4.4), für in-vitro-

Infektionsstudien sehr gut geeignet.  

Neben CD163 stehen zur Charakterisierung der funktionalen Reifung porziner 

Makrophagen auch CD169 und CD203a zur Verfügung [296–298] während klassische 

Myeloidmarker, wie CD14 und CD172a, unabhängig vom Entwicklungsstadium exprimiert 

werden [213,298,299]. Zwar kann CD169 durch IFN-α induziert werden [300,301], jedoch war es in 

dieser Arbeit auch auf porzinen Monozyten nachweisbar (Abbildung 4.2). In diesem 

Zusammenhang ist bekannt, dass Monozyten unter inflammatorischen Bedingungen 

CD169 exprimieren können [301]. 

Unabhängig der GM-CSF-vermittelten M1-Reifung von Monozyten zu Makrophagen wäre 

auch eine Virus-induzierte Maturierung infizierter Monozyten hin zu Makrophagen mit 

einer entsprechenden funktionalen Polarisierung (M1 oder M2) denkbar. Anhand der in 

dieser Arbeit untersuchten Zytokinprofile primärer Monozyten nach ASPV-Infektion 

(Abbildung 4.3) kann jedoch eine Reifung infizierter primärer Monozyten mit einer M2-

Polarisierung ausgeschlossen werden, da keine erhöhten Level an anti-inflammatorischer 

Zytokinen, wie IL-10 und TGF-β, oder reduzierte SLA II-Expressionslevel klassischer M2-

Makrophagen detektiert wurden [281,302]. Interessanterweise wiesen ASPV Armenia-
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infizierte Monozyten 24 hpi erhöhte Transkripte von TNF-α, Typ I IFN, sowie IL-6 auf 

(Abbildung 4.3), was auf eine M1-Polarisierung der infizierten Monozyten hindeutet [303,304]. 

In diesem Kontext ist bekannt, dass hohe Serumlevel an TNF-α und IL-6 während der ASP-

Pathogenese zu Fieberreaktionen und erhöhten Akute-Phase-Proteinen führen [112,305,306]. 

Es kann daher angenommen werden, dass die durch ASPV Armenia-Infektion vermittelte 

pro-inflammatorische Antwort zur in vivo-Immunpathologie infizierter Tiere beiträgt. 

Anders als bei den in dieser Arbeit untersuchten infizierten Monozyten (Abbildung 4.3) wird 

eine verminderte Typ I-IFN-Antwort bei ASPV Armenia-Infektionen [163] oder ähnlich 

virulenten ASPV-Stämmen [307] diskutiert. Zudem scheint die IFN-Antwort bei Infektionen 

mit gering-virulenten ASPV-Stämmen weniger beeinträchtigt zu sein. [308]. Allerdings 

bestätigen die in-vitro-Daten dieser Promotionsarbeit (Abbildung 4.3) die Befunde aus in-

vivo-Studien anderer Arbeitsgruppen, bei denen bereits 3 Tage nach ASPV-Infektion eine 

erhöhte Ausschüttung antiviraler und pro-inflammatorischer Zytokine dauerhaft 

nachweisbar war [117]. Insbesondere ASPV-Armenia-infizierte Schweine wiesen nach 7 

Tagen Infektion erhöhte TNF-α, IL-1-β und IL-6 -Level in ihrem Serum auf [309]. 

 

5.2 ASPV-induzierte Regulation von Oberflächenproteinen der 

Wirtszellen 

Nach der Phänotypisierung der für die ASPV-Infektion eingesetzten Zielzellen konnten nach 

Infektion mit ASPV-Armenia und Estonia in dieser Arbeit sowohl stammspezifische als auch 

-unspezifische Änderungen der Oberflächenexpression immunrelevanter Markerproteine 

beobachtet werden (Abbildung 4.6). Aus in-vivo-Studien ist bereits bekannt, dass für die 

ASPV-induzierte Pathogenese einerseits die Stammvirulenz und andererseits 

Wirtszellfaktoren eine entscheidende Rolle spielen [89,116,310]. So beobachteten Franzoni et 

al. Effekte der ASPV- Infektion (mit Zellkultur-adaptiertem BA71V- und gering-virulentem 

NHV-Stamm) auf die Oberflächenexpression verschiedener Wirtszell-Marker, wie CD16, 

CD80/ 86 und MHC I/ II [89,303]. 

Im Gegensatz zu der in dieser Promotionsarbeit gefundenen verminderten SLA I-

Oberflächenexpression nach ASPV Armenia-Infektion (Abbildung 4.6-A, Abbildung 4.7-A), 

zeigten Studien von Franzoni et al., dass auch attenuierte Stämme eine SLA I-

Herunterregulation bewirken können, während SLA II gesteigert oder kaum beeinflusst ist 
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[89,303]. Dass jedoch auch virulente ASPV-Stämme unterschiedlicher Genotypen reduzierte 

SLA I Oberflächenexpressionen auf ihren Wirtszellen hervorrufen (Abbildung 4.6-A, 

Abbildung 4.7-A) steht im Gegensatz zu den in der Literatur veröffentlichten Daten, bei 

denen virulente ASPV-Stämme (Malawi und Benin97/1) die Oberflächenexpression von 

SLA I auf infizierten Zellen hochregulieren [311,312]. Dennoch können die in dieser 

Promotionsarbeit gezeigten Ergebnisse (Abbildung 4.6-A, Abbildung 4.7-A) durch die 

ausbleibende SLA I-Subversion nach ASPV Estonia-Infektion (Abbildung 4.6-A, Abbildung 

4.7-A)untermauert werden und könnten auf eine effektive zelluläre Immunantwort 

hindeuten, die die Virus-Eliminierung – wie aus in vivo-Studien bekannt [145]- positiv 

beeinflusst. Denkbar wäre auch, dass gesteigerte IFN-γ-Level die SLA I-Expression nach 

ASPV Estonia-Infektion begünstigen und so Ursache für die differentielle SLA I-Expression 

nach ASPV Armenia versus Estonia-Infektion sind [33]. Auf Transkriptomebene zeigte sich 

dabei, dass die IFN-γ Expression nach Infektion mit anderen virulenten Stämmen 

tatsächlich erhöht ist [313]. 

Die genauen Mechanismen der ASPV-induzierten Regulation von Oberflächenrezeptoren 

der Wirtszelle sind bisher weitgehend unverstanden. Denkbar sind Interaktionen von 

Glykolipiden der viralen Hülle mit zellulären Rezeptoren, wie z.B. bei HIV, wo es zu 

Glykolipid-Interaktionen mit zellulärem CD169 kommt [314–316]. Übereinstimmend mit den 

vorliegenden Transkriptomdaten (Abbildung 4.8) zeigten auch die Analysen von Cackett et 

al. eine CD169-Hochregulation 16 hpi in Georgia-infizierten Alveolarmakrophagen und im 

Schwein [295,317]. Auch könnten sich Viren, wie ASPV, zelluläre Glykosylierungsprozesse 

derart zu Nutze machen, dass zelluläre Wirtsproteine deglykosyliert bleiben und in ihrer 

unreifen Form nicht an die Zelloberfläche gelangen. Die so genutzte Glykosylierung viraler 

Hüllproteine kann das Virus vor der Erkennung neutralisierender Antikörper schützen 

[318,319]. Ferner könnten virale Glykoproteine durch molekulares Mimikry zellulärer Proteine 

sowohl die innate als auch humorale Immunantwort modulieren, indem eine effektive 

antivirale Immunreaktion blockiert wird [40,320,321]. 

Die stammabhängige Herunterregulation von Oberflächen-CD14 (Abbildung 4.6) auf 

Makrophagen und tendenziell auch auf Transkriptebene (Abbildung 4.8) spiegelt bereits 

veröffentlichte Daten wider [97,116] und könnte mit einer verminderten anti-mikrobiellen 

und antiviralen Aktivität der Zelle assoziiert sein. Interessanterweise ist CD14 auch ein 

Aktivator des NFkB-Signalweges [322,323], der für ASPV einen genutzten Weg zur 
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Immunevasion darstellt [324,325]. Entsprechend den Ergebnissen dieser Arbeit (Abbildung 4.6 

und Abbildung 4.8) konnten zudem Sun et al. eine Herunterregulation von CD14 in akut-

infizierten Schweinen nachweisen [326].  

Für CD203a ließ sich in dieser Arbeit eine stammunabhängige Oberflächenreduktion 

beobachten (Abbildung 4.6). Es ist bekannt, dass die Herunterregulation von CD203a (z.B. 

durch IL1-β) das extrazelluläre Nukleotidrecycling hemmt, welches der interzellulären 

Kommunikation dient und Zelltod begünstigen kann [297,327]. Mit der Reduktion von 

Oberflächen-CD203a könnte ASPV so das Überleben der Wirtszelle während der 

Virusreplikation unterstützen. Im Gegensatz zu CD14 und CD203a konnte für CD163 weder 

eine stammunabhängige noch -abhängige Herunterregulation der Oberflächenpräsenz bei 

infizierten Monozyten detektiert werden (Abbildung 4.6). Hieraus kann gefolgert werden, 

dass CD163 bei der monozytären ASPV-Infektion vermutlich kein Ziel der viralen Subversion 

darstellt. 

Für CD172a und SLA I konnten die in-vitro-Befunde zur Oberflächenexpression infizierter 

Monozyten 24 hpi (Abbildung 4.6), auf die im Folgenden noch detaillierter eingegangen 

wird, durch in-vivo-Daten bestätigt werden (Abbildung 4.7). Interessanterweise ergaben 

die Transkriptomanalysen dieser Arbeit (Abbildung 4.8) andere Regulationstendenzen für 

CD172a und SLA I. Entgegen der verminderten Oberflächenexpression zeigten sich auf 

Transkriptebene teils erhöhte Marker-Level nach ASPV-Infektion, was tendenziell so auch 

von Zhang et al. beobachtet werden konnte [313]. Die Unterschiede zwischen der Protein- 

und Transkriptomebene weisen darauf hin, dass es ASPV-induzierte Mechanismen zur 

Suppression Wirtszell-assoziierter Marker geben muss, die nicht im Bereich der 

Transkription, sondern auf Ebene der Proteintranslation, -modifikation oder dem 

intrazellulären Transport zur Zelloberfläche eingreifen. Auf Transkriptionsebene stellt sich 

bei ASPV-infizierten Monozyten kein genereller Shutdown dar (Abbildung 4.8), was auch so 

in der vorliegenden Literatur beschrieben ist [313,317,328]. Es konnte sogar gezeigt werden, 

dass sich zwischen 4-16 hpi eine transient erhöhte zelluläre Genexpression einstellt, die 

letztlich jedoch wieder auf das Ausgangsniveau nicht-infizierter Zellen zurückfällt [295,313]. 

Laut Zhang et al. sind hierbei in stammabhängiger Weise auch Gene pro-inflammatorischer 

Zyto-/Chemokine sowie diverser Oberflächenproteine betroffen [295,313]. Es wird spekuliert, 

dass virulente ASPV-Stämme während eines Infektionsverlaufs insbesondere die für die 

antivirale Abwehr wichtige Wirtszell-Genexpression beeinträchtigen [329,330]. So konnten 
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unter den herunterregulierten Genen z.B. zelluläre Signalwege identifiziert werden, die die 

Produktion reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies, Autophagie-Mechanismen, 

Phagozytoseaktivitäten sowie der Antigenpräsentation einschließen [116]. 

 

5.3 CD172a-Subversion als Schlüssel zur besseren Infektiosität von ASPV 

Das membranständige Glykoprotein CD172a wird während der späten ASPV-Infektion 

(24 hpi) in Monozyten stark herunterreguliert (Abbildung 4.9). Aufgrund der Analysen 

stellte sich dabei heraus, dass diese Regulation zwischen 6 und 24 hpi auftritt (Abbildung 

4.9), weshalb dafür vermutlich späte virale Proteine verantwortlich sind. Die Kolokalisation 

(Abbildung 4.10) von intrazellulärem CD172a mit ASPV Armenia deutet auf eine mögliche 

Interaktion hin. Neben der reduzierten Oberflächenexpression von CD172a ist auch die 

submembranöse Lokalisation nach ASPV Infektion deutlich reduziert (Abbildung 4.10), was 

auf eine verminderte Expression, Glykosylierung und/oder gestörte 

Transportmechanismen des Glykoproteins schließen lässt. Die ungeachtet der Infektion 

konstant hohe Glykosylierungsrate des Proteins, die sich in der EndoH-Resistenz äußert 

(Abbildung 4.11), bleibt stammunabhängig erhalten und ist demnach nicht ursächlich für 

die verminderte Oberflächenexpression des Glykoproteins. Trotz der stammunabhängigen 

Reduktion der Oberflächenlevel zeigte sich eine ASPV Armenia-spezifische Reduktion des 

Recyclings von Oberflächen-CD172a (Abbildung 4.12). Ein erhöhtes oder zumindest 

konstantes Recycling von CD172a könnte einem verminderten Oberflächenlevel des 

Proteins direkt entgegenwirken. Die jedoch verminderte CD172a-Recyclingrate nach ASPV 

Armenia-Infektion lässt aufgrund der dafür wichtigen Organellen, wie Golgi und 

Endosomen, auf eine Funktionsbeeinträchtigung der beteiligten sekretorischen 

Zellkompartimente/Faktoren, wie auch induzierten ER-Stress schließen [225,331]. Endosomen 

sind im Recycling-Mechanismus essentiell und gleichermaßen Angriffspunkt vieler Viren, 

denn die Fusion von Endo- oder Autophagosomen mit Lysosomen induziert den 

intrazellulären Abbau von Virushüllen zu Beginn des intrazellulären Vermehrungszyklus, 

außerdem nutzen viele Viren dieses Kompartiment zum Eintritt in die Zelle [102,332,333]. Im 

Zusammenhang hiermit könnte auch die exozytotische Proteinsekretion über 

Plasmamembran gestört sein. Dieses erfordert das Vorhandensein intakter Vesikel und 

Vakuolen [227], die durch ASPV-Replikation und -Morphogenese beansprucht bzw. 
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fehlgeleitet sein können [94,100,334]. Denkbar wäre auch eine durch ASPV beeinträchtigte 

Exozytose durch COP II-Vesikel oder Endozytose durch COP I-Vesikel, wie bereits für andere 

Viren bekannt [335,336]. Somit könnte die exozytotische Transportfähigkeit zellulärer 

Glykoproteine zur Plasmamembran und weiterhin der Recyclingmechanismus gestört sein. 

Zusätzlich sind für ASPV bereits MGF110-Proteine bekannt, die ER-Retentionsmotive 

beinhalten (MGF110-4L und -5L) und die Verlagerung zellulärer Proteine und damit den 

Recycling-Weg negativ beeinflussen könnten [337]. Dieser interessante Punkt wird im 

weiteren Verlauf der Diskussion noch einmal im Detail aufgegriffen. 

Insgesamt steigert die verminderte Oberflächenexpression von CD172a die 

Phagozytoseaktivität der Zelle, denn die Interaktion von CD172a mit seinem 

Interaktionspartner CD47 limitiert die zelluläre Phagozytose-Aktivität über eine 

intrazelluläre Signalkaskade [217,338]. Durch die Bindung von CD172a an CD47, welches auf 

allen Zellen vorhanden ist, wird das „don´t eat me“-Signal vermittelt [216] um die Aufnahme 

und Eliminierung der Zelle durch Phagozyten zu hemmen. Diese Interaktion kann auf 

Monozyten/ Makrophagen selbst (cis) oder auch zwischen zwei Zellen (in trans) stattfinden 

[215,339]. Eine Blockade dieser CD172a-CD47-Interaktionen durch spezifische Antikörper 

führt zur gesteigerten Phagozytose [340,341]. Es ist weiterhin bekannt, dass lösliches CD172a 

während einer Entzündungsreaktion als aktives Molekül ebenfalls an CD47 binden und zur 

gesteigerten Phagozytose durch eine verminderte Interaktion von CD47 und CD172a führt 

[234,342,343]. Zudem bedingt die durch Apoptose begünstigte Dispersion von CD47 in der 

Plasmamembran eine verminderte Bindungsaffinität und damit gesteigerter 

Phagozytoserate [235]. Die dabei proteolytisch abgespaltene extrazelluläre Domäne des 

Glykoproteins verstärkt über STAT-1 und NFkB inflammatorische Antworten [207]. Weiterhin 

wird postuliert, dass die intrazelluläre ITIM-Motiv-Domäne des CD172a infolge von 

Entzündungsreaktionen bzw. in apoptotischen oder gestressten Zellen abgespalten wird 

und damit ein „Don´t eat me“-Signal bei Ligation von CD47 und SIRPa verhindert [343,344]. 

Dabei wird durch eine weniger konzentrierte Lokalisation des CD47 in der Membran 

apoptotischer Zellen eine verminderte CD47-CD172a-Bindung diskutiert, die die 

phagozytotische Aufnahme apoptotischer Zellen fördert [235]. Auch die in dieser 

Promotionsarbeit gezeigten verminderten Oberflächenlevel von CD172a auf ASPV 

Armenia- und Estonia- infizierten Zellen (Abbildung 4.9) könnten im Zusammenhang mit 

einer gesteigerten Phagozytoserate stehen. Weiterführend könnte diese auch zur erhöhten 
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Aufnahme von Viruspartikeln führen und das fehlende „Don´t eat me“-Signal bspw. durch 

Abspaltung von membrangebundenem CD172a der ASPV-infizierten Zielzellen ausgelöst 

werden. 

Es ist bereits beschrieben, dass Pathogene (sowohl Viren als auch Bakterien) durch die 

Bindung löslicher, Wirtszell-assoziierter Glykoproteine eine verbesserte Aufnahme in die 

Zielzelle bewirken können [345]. Andererseits können Viren bestimmte Rezeptoren, wie DC-

SIGN, der Wirtszelle nutzen um eine produktive Infektion zu erreichen [346–350]. Daneben 

können virale Hüllproteine durch Nutzung der Wirtszell-Glykosylierungsmaschinerie die 

Immunevasion dadurch begünstigen, dass diese Proteine  nach ihrer Glycosylierung das 

Virus vor einer Immundetektion durch spezifische Antikörper abschirmen [318,319,351,352]. Für 

das Glykoprotein CD172a ergaben gezielte Mutationen des CD172a-kodierenden Gens, die 

zum Funktionsverlust des „Don´t eat me“-Signals führen, deutlich verbesserte 

Infektionsraten zahlreicher pathogener Viren [208]. Die Spaltung von Oberflächen-CD172a 

nach ASPV Armenia-Infektion von Monozyten gingen mit einer verbesserten 

Reinfektionsrate mit gleichem oder einem anderen ASFV-Stamm einher (Abbildung 4.13-

Abbildung 4.14). Die spezifische Interaktion von ASPV Armenia mit abgespaltenem 

löslichem CD172a primärer Wirtszellen ist ein bisher noch unbekanntes Phänomen, das 

verschiedene zellbiologische Auswirkungen auf den Verlauf von ASPV-Infektionen haben 

kann und erklärt möglicherweise die zellbiologischen Hintergründe vorheriger 

Beobachtungen zu ASPV-Infektionen [208]. 

Welches der viralen Genprodukte für die spezifische Interaktion des Virions mit löslichem 

CD172a (Abbildung 4.14) verantwortlich sein könnte, lässt sich anhand der 26 zusätzlich im 

Genom von ASPV Armenia (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH910495.1) im 

Vergleich zu ASPV Estonia (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LS478113.1) 

vorkommenden Gene lediglich im Ansatz bewerten. Neben einigen MGF110-Genen und 

L83L, sowie L60L aus der LVR sind dabei auch konservierte Gene, wie C315R und KP177R 

Bestandteil des ASPV Armenia-Genoms. KP177R (als kodierendes Gen für das 

Strukturprotein p22) ist funktional für die virale Morphogenese sowie die äußere 

Membranhülle des Virions wichtig [129,353], welche im Falle von ASPV Armenia offensichtlich 

das lösliche CD172a binden kann (Abbildung 4.14). C315R ist hingegen ein viraler 

Transkriptionsfaktor [129,317] und weist bisher (wie auch die anderen in Frage kommenden 

ASPV-Proteine) keine bekannte Interaktion mit CD172a auf. 
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Die in diesem Abschnitt beschriebenen Erkenntnisse geben erstmalig einen Überblick über 

den möglichen Mechanismus der CD172a-Subversion ASPV-infizierter Monozyten. Das aus 

den Ergebnissen dieser Arbeit resultierende Modell hierzu ist in Abbildung 5.1 dargestellt. 

Es umfasst schematisch die vor der ASPV-Infektion funktionierende cis- und trans-Ligation 

von CD172a mit CD47, welches ein „don´t eat me“-Signal vermittelt und die 

Phagozytoseaktivität der Zelle reguliert. Nach ASPV Armenia-, nicht aber nach ASPV 

Estonia-Infektion, wird das Membranprotein auf der extrazellulären Seite gespalten 

(Shedding) und geht als lösliches Molekül antagonistische Interaktionen mit CD47 ein, die 

ein „don´t eat me“-Signal kompetitiv verhindern und in Konsequenz zu einer gesteigerten 

Aufnahme von Viren führt. Obwohl beide unterschiedlich virulenten Stämme zur 

Oberflächenreduktion von CD172a befähigt sind, kommt es nur bei ASPV Armenia-

Infektion zusätzlich zum verminderten CD172a-Recyling, zum Shedding des Moleküls und 

zu einer Virus-spezifischen Interaktionen mit löslichem CD172a. Dies führt letztlich über ein 

gesteigertes „Eat me“-Signal des Virus gegenüber der infizierten Wirtszelle und zu einer 

erhöhten Reinfektiösität von ASPV. 

Abbildung 5.1: Postuliertes Arbeitsmodell zur CD172a-Subversion nach ASPV Armenia- bzw. Estonia-
Infektion. 
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5.4 SLA I-Subversion und andere funktionelle Beeinträchtigungen der 

Wirtszelle nach ASPV-Infektion 

MHC I-Level sind essentiell für die immunologische Klärung einer viralen Infektion, daher 

haben viele Viren diverse Mechanismen entwickelt, die MHC I Expression ihrer Wirtszellen 

zu hemmen [354–359]. Die in vitro beobachtete Reduktion von Oberflächen-SLA I nach ASPV 

Armenia-Infektion (Abbildung 4.15) spiegelt die in- vivo-Situation wider [38]. Denn es ist 

bekannt, dass in ASPV Armenia-infizierten Schweinen die T-Zell-Antwort beeinträchtigt ist 

und CD8+ T-Effektor-Zellen weder proliferieren, noch aktiviert sind [38]. Die verminderte 

Antigenpräsentation ASPV-infizierter Zellen und die dadurch beeinträchtigte 

Immunantwort wurde bisher nicht nur für Makrophagen, sondern auch für DCs 

beschrieben [89,360]. Die in diesem Zusammenhang für virulente ASPV-Stämme beobachtete 

Nekrose von Wirtszellen geht mit einer schlechten Überlebensprognose infizierter Tiere 

einher [360]. Generell wurde ein regulierender Einfluss unterschiedlich virulenter ASPV-

Stämme auf die SLA I-Level der Wirtszelle bereits beschrieben, wobei gering virulente 

Stämme im Gegensatz zu den Ergebnissen aus dieser Promotionsstudie (Abbildung 4.15) 

zu verminderten SLA I-Oberflächenleveln führen [303,311]. In Erweiterung hierzu zeigen die 

Befunde dieser Arbeit (Abbildung 4.15), dass der attenuierte ASPV Estonia, anders als der 

virulente ASPV-Armenia-Stamm, keine Beeinträchtigung der SLA I-Oberflächenlevel auf 

primären Monozyten aufweist. In Gesamtbetrachtung aller vorliegenden Ergebnisse zur 

Beeinflussung von SLA I durch ASPV, lässt sich somit folgern, dass der jeweilige 

Virulenzphänotyp von ASPV vermutlich nicht in direktem Zusammenhang mit der MHC I-

Subversion steht. Dieser wichtige Punkt wird im unteren Teil der Diskussion noch einmal 

im Kontext der Ergebnisse von Tabelle 4.1 im Detail aufgegriffen. 

Es können unterschiedliche Mechanismen für eine virusbedingte Herunterregulation von 

SLA I auf der Wirtszelloberfläche verantwortlich sein, so kann z.B. der 

Peptidbeladungskomplex (PLC) als Angriffspunkt für Viren dienen [358,361]. Herpesviren 

können demnach TAP und den PLC durch frühe virale Proteine blockieren und/oder 

dissoziieren [209,362], sodass MHC I-Moleküle im ER gar nicht erst mit Peptiden beladen 

werden können. Eine entsprechende Defizienz der Untereinheiten des PLCs, also TAP1/2 

und Tapasin konnte nach ASPV-Infektion hier jedoch nicht beobachtet werden (Abbildung 

4.16). Weiterhin könnte die ER-assoziierte Proteindegradation (ERAD), die normalerweise 
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der Degradation fehlgefalteter Proteine aus dem ER dient, durch Viren beeinflusst sein und 

den Abbau von SLA I bewirken [363,364]. Essenziell dafür ist der intrazelluläre anterograde 

Transport von SLA I, der ebenso ein Angriffspunkt für Viren sein kann. Dabei verfügen z.B. 

Adenoviren über Proteine mit ER-Retentionsmotiven, die mit Coatamer-Proteinen 

endozytotischer Vesikel (COP I) interagieren und damit den Transport von MHC I zur 

Membran blockieren [365,366]. Parallel dazu sind für ASPV bereits MGF110-Proteine bekannt, 

die entsprechende ER-Retentionsmotive beinhalten (MGF110-4L und -5L) und die 

Verlagerung zellulärer Proteine, sowie den Recycling-Pathway beeinflussen könnten [337]. 

Diese Umlagerung von ER-assoziierten Proteinen könnte womöglich dazu führen, dass die 

Proteinfaltung wichtiger Zytokine oder zur Antigenpräsentation wichtiger Moleküle 

während der ASPV-Infektion beeinträchtigt wird [160,367]. Interessanterweise kodiert hierbei 

nur ASPV Armenia, im Gegensatz zu ASPV Estonia, für beide MGF110-Proteine (Tabelle 4.1), 

die zu dieser verminderten Oberflächenexpression von SLA I führen könnten. Denkbar 

wäre zudem auch eine gesteigerte Endozytose von SLA I und der intrazelluläre Abbau durch 

Ubiquitinylierung, welches durch virale Proteine induziert sein kann [368,369] und folglich die 

Halbwertszeit von SLA I kontrollieren könnte [370,371]. Auch für ASPV gibt es bereits Hinweise 

auf eine MHC I-regulierende Funktion des EP153R [170]. Dem gegenüber steht, dass nur 

ASPV Armenia, nicht aber ASPV Estonia, eine Reduktion der Oberflächen-SLA I-Level auf 

seinen Wirtszellen induziert, jedoch beide Virusisolate für EP153R kodieren (NCBI 

Reference Sequence: MH910495.1 versus LS478113.1). Möglicherweise steht die Wirkung 

von EP153R in funktionalem Zusammenhang mit einem weiteren ASPV-Protein, das von 

ASPV Armenia nicht jedoch von Estonia exprimiert wird. Weitere detaillierte molekular- 

und zellbiologische Untersuchungen müssen hierzu Aufschluss geben. 

Bei der ASPV Armenia-induzierten Blockade der MHC I-vermittelten Antigenpräsentation 

könnte eine indirekte Kreuzpräsentation, die auch bei anderen Virusinfektionen zur 

protektiven Immunität beiträgt, wichtig für die noch verbleidende anti-virale T-Zell-

Aktivierung sein [372–375]. Dabei bedarf es nicht-infizierter professioneller APCs in der 

Umgebung Virus-infizierter Zellen mit aktivem MHC I-turnover und entsprechend langer 

Halbwertszeit der MHC I Moleküle [376]. Hier müssen nicht-infizierte Bystander-APCs 

exogene Antigene von infizierten Zellen internalisieren und auf MHC I zur 

Kreuzpräsentation binden [377]. Entsprechende Untersuchungen zur Kreuzpräsentation als 
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Beitrag zur Induktion einer wirksamen Immunantwort könnten helfen den genauen 

Mechanismus der noch vorhandenen T-Zell-Aktivierung nach ASPV-Infektion zu verstehen. 

Die Bereitstellung von Antigenen zur Beladung und Präsentation auf MHC I benötigt den 

proteasomalen Abbau intrazellulärer Proteine, ein Prozess der ebenso durch die virale 

Infektion reguliert sein kann [378,379]. Interessanterweise beeinträchtigt der Einsatz von 

Proteasominhibitoren die ASPV-Infektion [380], hingegen hat die ASPV-Infektion nur einen 

geringen Einfluss auf die Proteasomaktivität, denn die basale Proteasomaktivität reicht in 

der frühen Infektionsphase für die virale Replikation aus und wird bei erhöhtem 

Aufkommen viraler Proteine nur leicht gesteigert [380]. In Übereinstimmung mit den in-vitro-

Daten aus dieser Arbeit (Abbildung 4.16) konnten keine Unterschiede in der Expression 

(immuno-) proteasomaler Untereinheiten nach ASPV-Infektion festgestellt werden. Die 

reduzierte Oberflächenexpression von SLA I scheint demnach nicht auf eine durch das 

(Immuno-) Proteasom-bedingte Modulation oder Blockade der Antigenproduktion 

zurückzuführen sein, obschon ein ASPV-spezifisches Protein (MGF360-9L) bereits für seine 

Interaktion mit der α4-Untereinheit des Proteasoms mit replikationsfördernder Wirkung 

bekannt ist [381]. 

Als großes dsDNA-Virus besitzt ASPV ein Wirtszell-unabhängiges Transkriptionssystem, 

jedoch hängt die virale Proteinsynthese von der zellulären Translationsmaschinerie ab 

[160,382–384]. Anders als bei dem attenuierten ASPV Estonia-Stamm, bei dem eine im 

Infektionsverlauf zunächst verminderte und langfristig unveränderte Translationsaktivität 

in der Wirtszelle beobachtet werden kann, führte die Infektion mit ASPV Armenia zu einer 

zeitlich fortschreitenden Blockade der Proteinbiosynthese (Abbildung 4.21). Dieser ASPV 

Armenia-induzierte Shutdown der zellulären Proteintranslation unterstreicht ähnliche 

Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen [160,385] und zugleich den Subversionsunterschied 

der beiden in dieser Arbeit untersuchten ASPV-Stämme. Grund für den durch ASPV 

Armenia-Infektion bedingten Shutdown der Wirtszellen (Abbildung 4.21) könnten 

physiologische Veränderungen der infizierten Zelle sein, denn die Rekrutierung zellulärer 

Organellen, wie Mitochondrien, Ribosomen und ER- und Golgi-Membranen an den Ort der 

viral factory kann die zelleigene Proteinsynthese stark beeinträchtigen [80,83,84,334]. 

Verantwortlich für den ASPV Armenia-induzierten Shutdown der Proteintranslation, der in 

dieser Arbeit beobachtet werden konnte (Abbildung 4.21), könnte DP71L sein, das jedoch 

auch von ASPV Estonia kodiert wird. Zwar interagiert dieses virale Protein mit der zellulären 
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Phosphatase 1 und wirkt mit der Dephosphorylierung des eukaryotischen Initiationsfaktors 

(eIF2α) dem Shutdown entgegen [169,385], doch könnte seine Funktion durch Schädigungen 

des Nukleus während der frühen Virusreplikation im Kern der Wirtszelle [103,104,386] nach 

ASPV Armenia-, anders als nach Estonia-Infektion gestört sein, denn dort ist DP71L Kern-

lokalisiert [387]. So könnte zu frühen Infektionszeitpunkten die zelluläre Proteintranslation 

durch DP71L aufrechterhalten werden, anders hingegen tritt nach ASPV Armenia-Infektion 

womöglich ein Shutdown im späten Infektionsstadium durch zelluläre Schädigungen auf. 

Des Weiteren können Zellstress und Apoptose für die verminderte zelluläre 

Proteintranslation nach ASPV Infektion verantwortlich sein. So führt langanhaltender ER-

Stress zur Apoptose und zu einem mitochondrialen Funktionsverlust durch 

Permeabilisierung der Mitochondrienmembranen [251,252]. Nach ASPV-Infektion wurde als 

mitochondrialer Stress-Indikator bereits die erhöhte Expression des mitochondrialem 

hsp60 identifiziert [388]. Der in dieser Arbeit durch ASPV Armenia induzierte transiente ER-

Stress (Abbildung 4.22), der mitochondriale Funktionsverlust (Abbildung 4.23), das 

Auftreten von Aggresomen (Abbildung 4.24-Abbildung 4.25), sowie die Induktion von 

Apoptose durch erhöhte Caspase-3-Level (Abbildung 4.26) scheinen charakteristisch für 

eine ASPV Armenia-Infektion zu sein und sind insgesamt funktional miteinander verknüpft. 

Es ist bekannt, dass die Replikation von ASPV die zelluläre mitochondriale Energie nutzt 

[83,389], gleichzeitig das virale Protein p54 generiert um ER-Membranen für die 

anschließende Morphogenese zu rekrutieren [80,390]. Um den deutlich erhöhten Bedarf der 

erforderlichen Proteinfaltung bei viralen Proteinbiosynthese in infizierten Wirtszellen 

abzudecken, könnte die ASPV-Infektion auch von der ER-Stress-induzierten Expression 

zellulärer ER-Chaperone [391] profitieren. 

Das Auftreten von ER-Stress (Abbildung 4.22) ist aufgrund der erhöhten Proteinsynthese 

viraler Proteine im Infektionszyklus wahrscheinlich und kann bei längerer Kontinuität durch 

die Induktion von ATF4-abhängigem ER-Stress und CHOP Apoptose der Wirtszelle [392,393] 

und den Kollaps des ER bewirken [394,395]. Dabei ist CHOP der wichtigste Mediator von ER-

Stress-induzierter Apoptose [252,392], was weiterhin zur Freisetzung reaktiver 

Sauerstoffspezies, sowie apoptotischer und inflammatorischer Mediatoren führt. 

Zeitgleich kann CHOP auch Autophagie in den Zellen induzieren [396,397]. Über den PERK-

eIF2a-ATF4-CHOP-Weg wird auch bei anderen Viren nach Infektion der Wirtszelle ER-Stress 

induziert [398–400]. Genau dieser Mechanismus könnte auch in ASPV Armenia-infizierten 
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Zellen für den ER-Stress, dem Funktionsverlust zellulärer Mitochondrien und die später 

auftretende Apoptose infizierter Zellen verantwortlich sein. Intensivierte Analysen dieser 

zellulären Stress-Mechanismen in primären Zellen könnten weitere Aufschlüsse über die 

Virus-Wirts-Interaktion geben. 

Eine Folge der Permeabilisierung von Mitochondrien könnte weiterhin die Freisetzung 

mitochondrialer DNA sein, die an TLR9 binden und den inflammatorischen Phänotyp 

begünstigen könnte [401,402]. In Ergänzung zu dem nach ASPV Armenia-Infektion 

beobachteten Verlust funktioneller ER-Strukturen (Abbildung 4.19-Abbildung 4.20) 

berichten andere Arbeitsgruppen von einer Hochregulation ER-residenter Chaperone nach 

ASPV-Infektion, die mit einer Modulation der ATF4- und CHOP-Expression einhergeht und 

die Proteintranslation, sowie die weitere Induktion von ER-Stress kontrolliert [391]. Im Falle 

der ASPV Estonia-Infektion primärer Monozyten, bei der kein entsprechender ER-Stress 

auftrat (Abbildung 4.22), könnte ein solch regulierender anti-ER-Stress-Mechanismus 

durch entsprechend induzierte ER-Chaperone greifen. 

Die Bildung perinukleärer viral factories in ASPV-infizierten Zellen macht sich das 

Mikrotubuli-organisierende Zentrum (MTOC), sowie Zentrosomen und den Golgi-Apparat 

zu Nutze und beeinträchtigt diese in ihrer Funktion [105,334,403,404]. Der Golgi-Apparat, der für 

die SLA I-Reifung essentiell ist, verliert seine Funktion durch Kompartimentfragmentierung 

[405], was auch bereits bei anderen Virusinfektionen mit z.B. SARS-CoV 2, Hepatitis C-, 

Rhino- oder humanem Cytomegalievirus beobachtet werden konnte [406–409]. Neben der 

hierdurch beeinträchtigten Reifung und Glykosylierung von SLA I (Abbildung 4.17), sowie 

der Transportblockierung weiterer immunregulatorischer Oberflächenproteine, kann auch 

die Verlagerung endosomaler Strukturen in die Nähe von viral factories [100] einen 

verminderten intrazellulären Transport von Wirtszellproteinen, wie SLA I, bewirken. Der 

Prozess der Autophagie könnte während der ASPV-Infektion ebenfalls der viralen 

Immunevasion dienen und dabei durch das virale Protein A179L blockiert werden [410,411]. 

Virale Antigene, die durch Autophagosomen aufgenommen, prozessiert und letztlich auf 

MHC I Moleküle beladen werden, könnten so und durch das Einwirken von ASPV der 

autophagosomalen MHC I-Kreuzpräsentation entgehen. 

ASPV blockiert weiterhin den zellulären sekretorischen Weg, sowie TGN-Strukturen und 

beeinträchtigt damit die Oberflächenexpression zellulärer Proteine durch einen 

verlangsamten Transport, der laut Netherton et al. zum Anstieg des intrazellulären MHC I-
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Levels mit reduzierter Oberflächenexpression führt [334]. Die virale MHC I-Subversion 

infizierter Monozyten stellt sich in dieser Arbeit anders dar. Zwar konnte ebenfalls eine 

Reifungsstörung (Abbildung 4.17), sowie eine verminderte Oberflächenexpression 

(Abbildung 4.15) gemessen werden, jedoch wurde keine intrazelluläre Akkumulation von 

SLA I (Abbildung 4.17) nach ASPV Armenia-Infektion beobachtet. Es handelt sich vermutlich 

nicht um eine Verlangsamung sondern einen vollständigen Block des intrazellulären 

SLA I-Transportes. Ursächlich hierfür könnte die in dieser Arbeit beobachtete stark 

reduzierte Proteinbiosynthese (Abbildung 4.21) nach ASPV Armenia-Infektion sein. 

Weiterhin könnte der nach ASPV Armenia-Infektion beobachtete Verlust funktioneller ER-

Strukturen (Abbildung 4.19-Abbildung 4.20) und die nach ASPV-Infektion auftretende 

Golgi-Fragmentierung [405] zum intrazellulären Transportblock von SLA I-Molekülen 

breitragen. Insbesondere die Fragmentierung des Golgi-Apparates scheint auch bei Orf-

Virus-infizierten Zellen für einen gehemmten intrazellulären MHC I-Transport zur 

Zelloberfläche verantwortlich zu sein [212]. Eine in der infizierten Wirtszelle veränderte 

Verfügbarkeit von Kohlenhydratbausteinen, Glykosidasen und Glykosyltransferasen im 

sekretorischen Weg und im Golgi-Apparat sowie die gesteigerte Synthese viraler Proteine 

während der ASPV-Replikation erreicht möglicherweise die Kapazitätsgrenzen des 

sekretorischen Reifungsweges zellulärer Proteine und könnte zusätzlich zur verminderten 

Oberflächen MHC I-Expression beitragen [412]. Hingegen scheint das Phänomen, dass einige 

virale Pathogene sich durch eine verlängerte Halbwertszeit und -Stabilität von MHC I auf 

der Zelloberfläche vor der Erkennung durch das zelluläre Immunsystem schützen [212] bei 

ASPV nicht vorhanden zu sein.  

Als zellautonomer Abwehrmechanismus gegen eine frühe virale Infektion gilt die Apoptose 

[413,414]. Die Apoptose ASPV-infizierter Zellen (Abbildung 4.26) scheint einem komplizierten 

Regulationsmechanismus zu unterliegen, da ASPV sowohl für pro-apoptotische, als auch 

für anti-apoptotische Proteine kodiert, die während des Infektionsgeschehens beide aktiv 

sein können [415,416]. Um Apoptose während der frühen Infektion zu verhindern und die 

Morphogenese sicherzustellen, sind zunächst anti-apoptotische virale Proteine aktiv 

(pA179L, pA224L, pEP163R und pDP71L) [168,169]. Diese wirken im Zusammenspiel mit 

viralen pro-apoptotische Proteinen (wie pE199L), zu unterschiedlichen Zeitpunkten auf die 

infizierte Wirtszelle ein [417]. Die nach ASPV Armenia-Infektion (6 hpi) auftretende erhöhte 

Expression aktiver Caspase-3 (Abbildung 4.26) deutet auf eine frühe Induktion der 
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Apoptose in infizierten Wirtszellen hin. Diese scheint in der infizierten Kultur transient zu 

sein, da sie 24 hpi nicht mehr nachweisbar ist (Abbildung 4.26). Dies steht offensichtlich im 

Gegensatz zu der Beobachtung von Portugal et al., dass bei ASPV L60- und NHV- infizierten 

primären Monozyten 18 hpi apoptotischer Zelltod beobachtet wurde [386]. Dies könnte auf 

Unterschiede in der ASPV-vermittelten Apoptoseinduktion von ASPV-infizierten 

Monozyten hindeuten, denn es ist bekannt, dass virulente ASPV Stämme die Caspase-3 

Aktivität in frühen Infektionsstadien reprimieren, jedoch stammunabhängig im späten 

Infektionsstadium vergleichbare Apoptoselevel auftreten, was auf komplexe 

Zelltodinduktionsmechanismen hindeutet [418]. Charakteristische Apoptosemerkmale, also 

erhöhte Caspase-Aktivitäten, zytoplasmatische Cytochrom c-Freisetzung, fragmentierte 

Wirts-DNA, sowie Membran-Blebbing und apoptotische Körperchen, können dabei erst im 

späten Infektionsstadium detektiert werden [418]. Die Freisetzung von apoptotic bodies 

infizierter Zellen könnte dabei vermutlich die Verbreitung von ASPV-Virionen begünstigen. 

Übereinstimmend mit der frühen Caspase-3-Aktivität in ASPV Armenia-infizierten Zellen 

(Abbildung 4.26) konnten auch Nogal et al. eine entsprechendes Phänomen in ASPV-

infizierten Zellen aufzeigen, wobei sich hier jedoch die Aktivität bis zu einem späteren 

Zeitpunkt (16 hpi) sogar noch weiter steigerte und durch eine Expressionszunahme anderer 

Caspasen begleitet war [419]. Dass sich dieser Langzeiteffekt der Caspase-Aktivierung in den 

Untersuchungen dieser Promotionsarbeit nicht zeigte (Abbildung 4.26), kann vermutlich 

darauf zurückgeführt werden, dass bei ASPV Armenia die durch Apoptose geschädigten 

Makrophagen derart stark geschädigt waren, dass sie mittels Durchflusszytometrie zu 

einem späten Infektionszeitpunkt nicht mehr als Zellen detektiert wurden. 

Interessanterweise konnte jedoch von Yoon et al. eine Caspase 3-abhängige nekrotische 

Zelltod-Variante beschrieben werden, die die fehlende späte Caspase-3-Aktivität (24 hpi) 

bei ASPV Armenina ebenfalls mechanistisch erklären könnte und sich durch eine 

charakteristische Freisetzung von Nukleosomen und DAMPs auszeichnet [420]. In der Tat 

konnte in ersten Vorversuchen dieser Promotionsarbeit eine Freisetzung des DAMPs 

HMGB1 durch ASPV-infizierte Monozyten beobachtet werden. 

ASPV Armenia-infizierte Zellen bewirken im späteren Verlauf ihrer Zellinfektion einen 

ungelösten ER-Stress, der letzlich Apoptose auslöst (Abbildung 4.26). Um die frühe 

Apoptose mittels Unfolded Protein Response (UPR) zu verhindern und den Fortlauf viraler 

Replikation sicherzustellen, induziert ASPV offensichtlich den UPR-Weg [391]. Ziel der UPR 
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ist die Wiederherstellung der normalen Zellfunktion durch die selektive Unterdrückung von 

Translationsprozessen, durch den Abbau falsch gefalteter Proteine und durch die 

Aktivierung von Signalwegen zur verstärkten Synthese von Chaperonen, welche für eine 

korrekte Proteinfaltung notwendig sind [421]. Sollten diese Reaktionen nicht innerhalb einer 

bestimmten Zeit effektiv sein oder die Stresssituation weiterhin bestehen bleiben, führt die 

UPR zum programmierten Zelltod durch Apoptose [253]. Die in dieser Arbeit gefundene frühe 

und transiente Hochregulation von UPR-Indikatoren (wie ATF4, BiP und DDIT3) (Abbildung 

4.22) und Caspase-3-Aktivität stehen vermutlich in einem direkten funktionalen 

Zusammenhang der letztlich über den nicht zu lösenden ER-Stress in den apoptotischen 

Tod der ASPV Armenia-infizierten Wirtszelle mündet (Abbildung 4.26). Dass dauerhafter 

ER-Stress die Permeabilisierung mitochondrialer Membranen induziert ist bereits gut 

beschrieben [394]. Somit könnte die infektionsbedingte Apoptose im Zusammenhang mit 

dem Verlust des mitochondrialen Potentials aufgrund der UPR einhergehen. In der Tat ist 

bekannt, dass virales pE199L mit BCL-2-Proteinen interagiert, um Apoptose auszulösen [417]. 

Dabei wird vermutet, dass BCL-2 seine Funktion dadurch ausübt, dass es die Freisetzung 

von Cytochrom C aus dem Mitochondrium durch Stabilisierung der äußeren 

Mitochondrienmembran reguliert. Die Destabilisierung hat durch den Übertritt von 

Cytochrom C ins Zellzytoplasma eine pro-apoptotische Wirkung. Ein Hauptfaktor der ASPV-

induzierten Apoptose im späten Verlauf der Infektion könnte CHOP sein. Das pro-

apoptotische Protein CHOP reagiert auf ER-Stress und wird downstream des 

Transkriptionsfaktors ATF4 hochreguliert [392,422]. Dabei bewirkt CHOP eine 

Herunterregulation des anti-apoptotischen Bcl-2 und pro-apoptotische, 

funktionsbeeinträchtigende Veränderungen an den Mitochondrien [252]. Bei vielen ER-

tropischen Viren, wie ASPV, führt dieses Szenario des ungelösten ER-Stress zur Apoptose 

[423] und würde im Falle von ASPV durch Deformation, Umlagerung und Funktionsverlust 

von ER-Strukturen und -assoziierten ER-Chaperonen (BiP) während der Infektion 

entsprechend über ATF4 aktiviert werden. Hierfür spricht auch das Vorhandensein eines 

ASPV-kodierten CHOP-Repressors (ein virales IκB-Homolog) [388,424], der vermutlich die 

CHOP-Aktivität während des Replikationszyklus zu Gunsten des Pathogens kontrolliert. 

Während des Zelltodes können unterschiedliche Auslöse- und Kontrollmechanismen 

zusammenspielen (Pyroptose, Apoptose oder Nekroptose) [425]. Ein strikte Trennung von 

Apoptose und Nekrose wird durch neuere Modelle mit Überlappungen verschiedener 
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Mechanismen während des Zelltodes abgelöst [161]. Demnach können parallel mehrere 

Zelltodmechansimen in Geweben und Kulturen infolge eines gleichen Stimulus auftreten, 

wobei auch der Aktivierungs- und Differenzierungsstatus der Zellen den Todes-

Mechanismus bestimmt [161]. Diese komplexen Abläufe könnten durch ASPV-kodierte 

Proteine, wie pA179L, welches gleichzeitig Apoptose-hemmend und Nekroptose-fördernd 

ist, gesteuert und durch weitere pro- und anti-apoptotischer Virusfaktoren unterstützt 

werden [426].  

Durch das bei ASPV-Infektion erhöhte Vorkommen viraler Proteine, die die Induktion von 

ER-Stress begünstigen, ergibt sich ein erhöhtes Risiko der Aggregation fehlgefalteter 

Proteine im Zytoplasma der Wirtszelle [257]. Diese zytotoxischen Komplexe können durch 

molekulare Chaperone wie BiP, die bei der Ausbildung der nativen Konformation helfen, 

aufgelöst werden [250]. Dieses Chaperon zeigte nach 24 hpi in ASPV-Armenia-infizierten 

Zellen keine Hochregulation (Abbildung 4.22). BiP verliert vermutlich aufgrund des 

Verlustes funktioneller ER-Strukturen seine Bestimmung als Faltungshelfer, was letztlich 

die Ausbildung von Aggresomen in infizierten Zellen (Abbildung 4.24-Abbildung 4.25) in der 

späten Infektion unterstützt. Da Aggresomen von einem Vimentin-Käfig umgeben sind, sich 

am microtubule organizing center (MTOC) anlagern und eine Vielzahl zellulärer Faktoren 

zur Rückfaltung oder zum Proteinabbau rekrutieren, scheinen sie morphologisch und 

strukturell den viral factories sehr ähnlich zu sein [427]. Die zellulären Regionen der 

Aggresomenbildung in ASPV-infizierten Zellen könnten durchaus als virale Replikationsorte 

fungieren [428]. Die für fehlgefaltete Proteine angewandte Detektion mittels Rotamer-

Farbstoffes (Abbildung 4.25) belegt jedoch ebenso wie die detailgenauen TEM-Aufnahmen 

(Abbildung 4.24), dass es sich bei den Strukturen in ASPV-infizierten Monozyten nicht um 

viral factories handelt, sondern um Ansammlungen fehlgefalteter Proteine. Als wichtiger 

Mechanismus virusinfizierter APCs können die gebildeten Aggresomen auch über 

autophagosomale Aggrephagie [429,430] und den nachgeschalteten lysosomalem Abbau [431] 

eingelagerte viraler Strukturen der MHC-Antigenpräsentation zuführen. Im Falle von ASPV 

wird dies jedoch letztlich durch die strukturelle Blockade des kompartimentabhängigen 

MHC I-Transportes auf die Zelloberfläche verhindert (Abbildung 4.19-Abbildung 4.20).  

Die für die virale SLA I-Subversion vorgeschlagenen Mechanismen sind als Arbeitsmodell in 

Abbildung 5.2 schematisch zusammengefasst und zeigen im Vergleich zur ASPV Estonia die 

subversiven Beeinträchtigungen der Monozyten-Funktion nach ASPV Armenia-Infektion. In 
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ihrer Gesamtheit basiert die durch ASPV Armenia vermittelte Beeinträchtigung der SLA I-

Oberflächenexpression auf dem Zusammenspiel verschiedener zellulärer Prozesse, wie 

reduzierter Proteinbiosynthese, ungelöster ER- und Mitochondrien-Stress, Aggresomen-

Bildung durch fehlende ER-Chaperon-Funktion, gestörter SLA I-Reifung entlang des 

blockierten Transportweges zur Zelloberfläche, sowie einer finalen Apoptose-Induktion 

(Abbildung 4.17- Abbildung 4.26). Alle diese infektionsbedingten Prozesse innerhalb der 

Wirtszelle scheinen nicht bei ASPV Estonia-Infektionen aufzutreten. Als Folge der 

stammspezifischen Reduktion von Oberflächen-SLA I ist bei ASPV Armenia eine fehlende 

Stimulation Antigen-spezifischer T-Zellen und das Ausbleiben einer protektiven adaptiven 

Immunantwort gegen das Virus zu erwarten. 

Abbildung 5.2: Postuliertes Arbeitsmodell zur SLA I Subversion nach ASPV Armenia bzw. Estonia Infektion 
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5.5 Beteiligung viraler Faktoren an der SLA I- und CD172a-Subversion 

Um in einem ersten Ansatz die an der SLA I- und CD172a-Subversion beteiligten viralen 

Faktoren identifizieren zu können, wurden zusätzlich zu den beiden ASPV-Stämmen 

Armenia und Estonia Genotyp I-Stämme unterschiedlicher Virulenz verwendet. Entgegen 

der ursprünglichen Annahme, dass die Stammvirulenz mit einer SLA I-Subversion gekoppelt 

sein könnte, stellte sich heraus, dass virulente Stämme nicht grundsätzlich eine SLA I-

Subversion induzierten (Abbildung 4.27), obwohl CD8+-T-Zellen für den Schutz gegen die 

ASPV-Infektion essentiell sind [149]. Während bei den ASPV-Stämmen Armenia (virulent), 

NHV (avirulent) und OUTR88/3 (avirulent) eine vergleichbare SLA I-Subversion zu 

beobachten war, zeigte sich beim virulenten Benin97/1 und avirulenten ASPV Estonia kein 

entsprechender Infektionsphänotyp für SLA I. Somit könnte hinter der Virus-induzierten 

SLA I-Repression ein komplexes Zusammenspiel zellulärer und viraler Faktoren stehen, da 

auch die antivirale Typ I IFN-Antwort der Zelle dazu beitragen kann [307]. Wie bereits oben 

erwähnt, ist die Die SLA I Subversion ein wichtiger Faktor, der jedoch allein nicht das 

Virulenz-Verhalten von ASPV bestimmt, sondern vielmehr Teil eines multifaktoriellen 

Prozesses ist, bei dem auch andere relevante Oberflächenproteine verminderte Expression 

nach Infektion aufweisen. Übereinstimmend mit den Daten zur SLA I-Subversion zeigten 

verschiedene Autoren, dass Virulenz und SLA I-Expression nicht unbedingt 

zusammenhängen [203,432,433]. 

Aus dem genetischen Abgleich (Tabelle 4.1) der eingesetzten ASPV-Stämme aus Abbildung 

4.27geht hervor, dass die avirulenten Stämme NHV und OURT88/3 nahezu identisch sind, 

während die ASPV Stämme Benin97/1, Armenia sowie Estonia anders eingruppiert werden 

können, was auch durch Genom-Sequenzierungen anderer Gruppen bestätigt werden kann 

[261]. Obschon NHV und OURT88/3 in vivo avirulent sind [183,278], induziert die NHV-Infektion 

eine antivirale IFN-Antwort, die chronische Symptome hervorruft [434]. OURT88/3-

Infektionen sind klinisch kaum bedeutend [186], schützen jedoch vor Belastungsinfektion mit 

dem virulenten Verwandten OURT88/1 [435,436]. Innerhalb der left variable region (LVR) 

unterscheiden sich die fünf Stämme in ihrem MGF-Genrepertoire [437] (Tabelle 4.1), dabei 

sind nicht alle MGF-Gene für die Replikation und Virulenz essentiell [438]. Dies deutet bereits 

auf eine mögliche immunmodulatorische Funktion dieser Virusgene hin [439,440]. Ähnlich zu 

den Deletions-basierten Gemeinsamkeiten und Unterschieden zwischen ASPV Armenia, 
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Estonia und Benin97/1 im Bereich der MGF110-Gene lassen sich im Vergleich zu den 

anderen Stämmen charakteristische Deletionen für NHV und OURT88/3 im Bereich der 

MGF-Gene MGF360, 505 und 530 ausmachen (Tabelle 4.1) [132]. Es zeigte sich bereits in 

früheren Studien, dass wenn man ein zum OURT88/3 ähnliches Konstrukt generiert (eine 

MGF-Deletionsmutante des Benin-Stammes) höhere Typ I IFN-Level und eine protektive 

Immunreaktion nach Belastungsinfektion auftreten [136]. Anhand dieser Deletionsmutante 

zeigt sich sehr deutlich, dass MGF-Gene in Stämmen verschiedener Virulenz 

unterschiedlich vorhanden sein können. Obschon sie für die virale Replikation entbehrlich 

sind, besitzen sie sehr wahrscheinlich eine immunmodulierende Funktion, die im 

Zusammenspiel mit der infizierten Wirtszelle direkten Einfluss auf die immunologische 

Abwehrreaktion nimmt [164,381,441,442].  

Diejenigen MGF110-Gene, die bei den ASPV-Stämmen ohne detektierbare SLA I-Subversion 

(ASPV Benin9/71 und Estonia) fehlen, besitzen teilweise ER-Retentionssignale [337] und 

könnten damit eine wichtige Rolle für die Glykosylierung und den Transport von SLA I 

spielen. Unklar ist bisher jedoch, ob die differentiell vorhandenen MGF110-Gene auch die 

stammspezifische Virulenz beeinflussen oder nicht [138,443]. Es ist anzunehmen, dass 

MGF110-1L, welches beim ASPV Armenia2008-Stamm im Vergleich zum Armenia2007-

Stamm fehlt, nicht für die Virulenz von Bedeutung ist [443]. Auch für die SLA I-Subversion 

scheint MGF110-1L keine Bedeutung zu haben, da es sowohl bei ASPV Armenia als auch 

Estonia im Genom deletiert ist. Interessant für weitere Analysen zur Immunsubversion 

wären jedoch die Gene MGF110-2, 4, 5 und 9. Sie finden sich bei den SLA I-supprimierenden 

ASPV-Stämmen Armenia, NHV und OURT88/3, jedoch nicht bei Benin97/1 und Estonia, bei 

denen die Antigenpräsentation nach Infektion unverändert bleibt. 

Die größte Variabilität innerhalb der MGF-Gene ist bisher für MGF360 beschrieben [129], 

welche zusammen mit den MGF505-Genen nicht nur Typ I IFN inhibieren [165], sondern auch 

ASPV dabei helfen den antiviralen Status der Wirtszelle zu unterwandern [441]. Bei NHV- und 

OURT88/3 sind eine Reihe dieser MGF-Gene deletiert (Tabelle 4.1) und möglicherweise 

Mitursache für eine verringerte Virulenz des Pathogens [437,440]. Eine Aufgabe in der SLA I-

Subversion scheinen sie jedoch nicht zu haben, da sie bei den Stämmen Armenia, 

Benin97/1 und Estonia vollständig vorhanden sind. Neben den verschiedenen MGF-Gene 

sind auch B119L, DP148R, DP96R, DP71L, A240L, sowie EP402R und EP153R, welche 

innerhalb der konservierten Region des ASPV-Genoms liegen [129], wegen ihrer möglichen 
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immunsubversiven Funktion für weitere Studien zur SLA I-Subversion sehr interessant 

[127,166,416,437] und sollten daher ebenfalls in zukünftige Untersuchungen zur MHC I-

Immunsubversion einbezogen werden. 

Im Gegensatz zur SLA I-Expression ließen sich keine stammabhängigen Unterschiede 

bezüglich der CD172a-Oberflächenexpression bei ASPV-Infektionen feststellen (Abbildung 

4.27). Alle Stämme zeigten trotz ihrer genomischen Unterschiede eine vergleichbare 

Reduktion an Oberflächen-CD172a bei infizierten Wirtszellen. Daher könnten virale 

Faktoren beteiligt sein, die alle ASPV-Stämme gleichermaßen besitzen (siehe grün-

markierte Felder in Tabelle 4.1). Hier müssen noch weitere intensive Studien Aufschluss 

über die molekular- und zellbiologischen Hintergründe und infektionsbiologischen 

Distinktionen der stammunabhängigen Regulation von CD172a in infizierten Wirtszellen 

geben. Wie bereits zuvor erwähnt, wäre es besonders interessant zu sehen, wie ASPV 

Armenia im Gegensatz zu Estonia seinen molekularen Einfluss auf das endosomale 

Recycling und Oberflächenshedding von CD172a geltend macht. 

 

5.6 Ausblick und Ansätze für weitere Forschungsarbeiten 

Die Beobachtung, dass ASPV Armenia die Funktion infizierter Monozyten beeinträchtigt 

(Abbildung 4.17- Abbildung 4.26), wirft eine Reihe wichtiger Fragen auf, die in zukünftigen 

experimentellen Studien weiter untersucht werden sollten. Zwar sind einzelne zelluläre 

Mechanismen bereits dafür bekannt, dass sie durch ASPV-Stämme beeinträchtigt oder 

induziert zu werden, jedoch sind die molekularen und zellulären Details bisher noch 

ungenügend betrachtet worden. Auf dieser Arbeit aufbauend, können weitere Studien mit 

ASPV-Stämmen unterschiedlicher Genotypen helfen, den genauen zeitlichen Ablauf der 

Immunsubversionsmechanismen mit allen beteiligten viralen und zellulären Faktoren zu 

entschlüsseln. Hierfür ließen sich neben Monozyten (Abbildung 4.1) auch andere primäre 

Wirtszellen, wie etwa porzine Kupffer-Zellen oder Alveolarmakrophagen einsetzen. 

Ungeklärt sind auch die beteiligten Zelltodmechanismen bei einer ASPV-Infektion 

(Abbildung 4.26). Insbesondere wie diese induziert und/oder blockiert werden und welche 

Faktoren der Wirtspathogen/Interaktion daran beteiligt sind. Zudem sind zahlreiche 

weitere Studien notwendig, um das komplexe immunologische Wechselspiel zwischen 

ASPV und dem Immunsystem infizierter Tiere im Detail aufzuklären und so möglicherweise 
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neue Ansätze immunbasierter Therapien zu finden. So ließen sich mittels Identität viraler 

SLA I-gebundener Peptidantigene nach ASPV-Infektion im Tier gezielt ASPV-spezifische 

CD8+-T-Zellen untersuchen. Interessant sind ebenso die viralen Subversionsfaktoren, die 

für die SLA I- und CD172a-Repression (Abbildung 4.6- Abbildung 4.7) verantwortlich sind. 

Hierfür würden mehrere unterschiedliche ASPV-Stämme in vergleichende Untersuchungen 

eingehen. Für diese Analysen stehen vielfältige molekularbiologische Methoden (wie 

siRNA, zelluläre Expressionsstudien mit Virusproteinen, und die gezielte Generierung von 

Deletionsmutanten) zur Verfügung. In diesem Zusammenhang wurde bereits in einem 

ersten Pilotexperiment versucht, siRNA-Transfektanden infizierter Monozyten zu 

etablieren. Die marginale Transfektionseffizienz sowie die geringe Überlebensrate der 

verwendeten primären Zellen, stellten jedoch eine große experimentelle Hürde dar, die es 

in zukünftigen Arbeiten zu überwinden gilt. In der vorliegenden Promotionsarbeit ergaben 

sich interessante Unterschiede zwischen ASPV Armenia- und Estonia-infizierten Zellen 

hinsichtlich der CD172a-Subversion (Abbildung 4.9- Abbildung 4.14). Es wird von großem 

Interesse sein zu untersuchen, welche Faktoren und Prozesse hierfür verantwortlich sind 

und ob es weitere Stämme gibt, die den von Armenia genutzten Mechanismus der viralen 

CD172a-Bindung ebenfalls zur zellulären Infektionsoptimierung nutzen. Zusammenfassend 

können die in dieser Arbeit erzielten Erkenntnisse zur SLA I- und CD172a-Subversion 

verschiedener virulenter und avirulenter Stämme sowie ihre Bedeutung für die 

Immunpathogenese einen wichtigen Beitrag für die zukünftige ASPV-Forschung und die 

Impfstoffentwicklung leisten. 
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