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1 Einleitung 

1.1 Respiratory Syncytial Virus  

Das Respiratory Syncytial Virus wurde zum ersten mal im Jahre 1957 von einer 

Gruppe an Schimpansen isoliert, die Zeichen einer Erkältung zeigten1. Heute 

weiß man, dass RSV die häufigste Ursache für Infektionen des unteren 

Respirationstraktes bei Säuglingen und Kleinkindern darstellt. Bis zu einem 

Alter von 2 Jahren ist RSV der häufigste Erreger der Bronchiolitis und ein 

häufiger Erreger von Pneumonien 
2, 3

 und nahezu jedes Kind bis zu diesem 

Alter hat mindestens eine RSV Infektion durchgemacht4, 5.  

 

1.1.1 Virologie 

RSV gehört zur Familie der Paramyxoviridae und wird der  Untergruppe der 

Pneumoviridae zugeordnet. Es gibt zwei RSV-Hauptgruppen (A und B), die sich 

bezüglich ihrer Antigeneigenschaften v.a. durch Variationen im G-Protein 

unterscheiden. Dabei dominieren meist RS-Viren der Gruppe A. Der Virus hat 

eine Größe von etwa 120 – 350 nm. Das Genom besteht aus linearer 

Einzelstrang RNA von negative Polarität, umfasst 15 200 Basenpaare und liegt 

in Form eines helikalen Nukleokapsids  vor 6, 7. Die Virushülle besteht aus einer 

Lipiddoppelschicht und enthält drei Transmembran-Oberflächenglykoproteine. 

Das G-Protein ist für die Adhäsion des Virus an die Wirtszellen verantwortlich8. 

Durch das F-Protein (Fusion Protein) wird die Penetration des Virus ins 

Zellinnere, sowie die Bildung von Synzytien durch Zellfusion ermöglicht9. Die 

Funktion des dritten Hüllproteins – des sogenannten SH-Proteins - ist noch 

nicht hinreichend bekannt, wahrscheinlich verstärkt es aber die Membranfusion. 
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 Abbildung 1: Aufbau von RSV (und des nahe verwandten Parainfluenzavirusses (nach Hall, 2001) 

 

1.1.2 Epidemiologie 

Das RSV ist weltweit verbreitet. Erkrankungen durch Respiratory Syncytial 

Virus zeigen einen saisonalen Verlauf. Hauptsächlich betroffen ist die Zeit 

zwischen November und April mit Erkrankungsspitzen im Januar und Februar10. 

Im Durchschnitt dauern diese Perioden mit hohen Erkrankungsraten etwa 22 

Wochen an. RSV stellt wie oben bereits beschrieben die häufigste Ursache für 

Infektionen des unteren Respirationstraktes bei Kleinkindern bis zum zweiten 

Lebensjahr dar. Bis zu diesem Alter haben nahezu alle Kinder eine Infektion mit 

dem RS-Virus durchgemacht11, 12. Das Alter von Kindern, die aufgrund einer 

RS-Infektion stationärer Behandlung bedürfen, liegt meist zwischen dem 2. und 

6. Lebensmonat 13 mit einem Peak im 3. Lebensmonat. Jedes Jahr können in 

den USA mehr als 120 000 stationäre Behandlungen auf RSV zurück geführt 

werden, mit steigender Tendenz14, 15. In Europa macht man RSV für circa 42-45 

% der Krankenhausaufenthalte von Kindern unter 2 Jahren verantwortlich, die 
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die Zeichen einer Infektion des unteren Respirationstraktes zeigen16. Die dabei 

am häufigsten mit RSV assoziierten Erkrankungen sind Bronchiolitiden, die bei 

Kleinkinder zu etwa 70% durch RSV verursacht werden17, Pneumonien, die bis 

zum Alter von 2 Jahren in 50% der Fälle auf RSV zurückgehen 18 und 

Tracheobronchitiden. Aufgrund einer nicht ausreichenden Immunität nach einer 

Primärinfektion19, 20, kommt es in den ersten Lebensjahren sehr häufig zu 

Reinfektionen4, 5. Als zusätzliche Risikofaktoren bei Kindern wurden 

desweiteren eine Geburt vor der 35. Schwangerschaftswoche21, 22, chronische 

Lungenerkrankungen wie beispielsweise eine bronchopulmonale Dysplasie 

sowie kongenitale Herzfehler beschrieben21, 23. 

 

Lange Zeit wurde der Einfluss von RSV bei der Reinfektion Erwachsener 

unterschätzt. Heute weiß man jedoch, dass RSV auch im höheren Alter 

schwere Infektionen verursachen kann. Bei ansonsten gesunden Erwachsenen 

kann bereits der Kontakt mit infizierten Kindern zu einer Infektion führen. Meist 

läuft sie dort aber recht mild ab und wird deshalb oft nicht als RSV assoziiert 

erkannt24. Eine sehr hohe Mortalität und Morbidität, verursacht durch 

Respiratory Syncytial Virus, findet man bei Patienten mit kardio-pulmonalen 

Vorerkrankung25, Knochenmarkstransplantierten und anderen 

immunsupprimierten Patienten26, 27, sowie bei älteren Menschen28. Davon 

abgesehen sind die oben genannten  Risikofaktoren auch bei Kindern für 

teilweise bis zu 90%-ige Mortalitätsraten verantwortlich29-31.  

 

1.1.3 Pathogenese 

Die Inkubationszeit nach einer Infektion mit RSV beträgt 2 bis 8 Tage. Meist 

wird RSV durch direkten Kontakt mit erkrankten Personen übertragen, die z.B. 

virushaltiges Sekret auf ihren Händen tragen. Durch Kontakt kommt es zur 

Übertragung des Virus und daraufhin zur Selbstinokkulation  in Nase und 

Augen, selten hingegen in den Mund. Desweiteren spielt die Infektion durch 

Tröpfchen mit Virusmaterial eine wichtige Rolle32-34.  RSV ist in der Lage 

mehrere Stunden auf Händen und Gegenständen zu überleben und 
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replikationsfähig zu bleiben35. Dies verdeutlicht, dass gründliches 

Händewaschen eine entscheidende Maßnahme darstellt, um die Ausbreitung 

des Virus zu verhindern. Die Replikation des Virus beginnt in den Epithelzellen 

des Nasopharynx und breitet sich in Richtung des unteren Respirationstraktes 

aus. Die Ausbreitung des Virus von Zelle zu Zelle spielt dabei die wichtigste 

Rolle, jedoch kann es auch durch  Aspiration virushaltigen Sekrets zu einer 

Ausbreitung der Infektion in die Lungen kommen. Die Infektion des unteren 

Respirationstraktes tritt im Schnitt 1-3 Tage nach Infektion des oberen 

Respirationstraktes auf36. 

 

Das für eine RSV Infektion charakteristische pathologische Korrelat ist die 

Zerstörung und Ablösung der Epithelzellen der kleinen Atemwege mit Verlust 

der mukoziliären Funktion. Der Untergang der Epithelzellen führt in den 

betroffenen Bereichen zur ödematösen Schwellung und zu einer vermehrten 

Schleimsekretion24. Ein Abtransport des Schleims ist folglich aufgrund der 

eingeschränkten Zilienfunktion nur schlecht möglich und es kommt zur 

Verstopfung der kleinen Atemwege mit abgeschilferten Epithelzellen und 

Mukus. Die Folge ist eine Obstruktion der unteren Atemwege mit Überblähung 

der Lungen, Bildung von Atelektasen und Atemnot. Der in dieser Arbeit unter 

anderem untersuchten Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen  durch 

Epithelzellen des Respirationstraktes wird bei der Pathogenese der Bronchiolitis 

eine wichtige Rolle zugeschrieben37-40. 

 

1.1.4 Klinisches Erscheinungsbild 

Das klinische Erscheinungsbild einer Infektion mit Respiratory Syncytial Virus 

variiert sehr stark. Die unterschiedliche Ausprägung der Erkrankung hängt 

dabei zum einen vom Alter, zum anderen natürlich auch von den 

Grunderkrankungen des jeweiligen Patienten  ab. Eine asymptomatische 

Infektion mit RS-Virus ist vor allem bei Kleinkindern sehr selten (<1%) 41, 

Reinfektionen im Erwachsenenalter hingegen können mit lediglich geringen 

Symptomen einhergehen und werden häufig verkannt.  
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Die Primärinfektion mit RSV bei Kindern imponiert typischerweise als eine 

Infektion des oberen Respirationstraktes, die in etwa 40% der Fälle eine mild 

verlaufende Entzündung des unteren Respirationstraktes nach sich zieht42. 

Typische Zeichen einer Infektion des oberen Respirationstraktes sind Husten 

und Schnupfen. Recht häufig gehen diese mit einer Konjunktivitis und/oder 

Otitis media einher. Zusätzlich zu den genannten  Symptomen treten häufig 

bereits im Anfangsstadium subfebrile Temperaturen bzw. leichtes Fieber auf. 

Die Beteiligung des unteren Respirationstraktes meist in Form einer 

Bronchiolitis, die meist einige Tage nach den ersten Infektionszeichen wie 

Husten und Schnupfen folgt, zeigt sich charakteristischerweise durch einen sich 

verschlechternden „kruppähnlichen“  Husten und  Zeichen der Dyspnoe wie 

beispielsweise Tachypnoe, Nasenflügeln und Einziehungen. Meist treten auch 

uncharakteristische Beschwerden wie allgemeines Unwohlsein und 

Appetitlosigkeit auf41. Bei der klinischen Untersuchung imponieren ein 

exspiratorisches Giemen, Krepitationsgeräusche, sowie eine klinisch und 

radiologisch fassbare Überblähung der Lungen13. Etwa 1-2% der Kinder, die an 

einer RSV assoziierten Bronchiolitis erkranken bedarf einer stationären 

Behandlung. Dabei stellt in etwa 20 % der Fälle eine Apnoe die häufigste 

Komplikation der Erkrankung dar43-46, wobei vor allem Frühgeborene und 

Säuglinge mit Sauerstoffmangel vor oder während der Geburt betroffen sind
45

. 

 

Aufgrund der Schwere der Erkrankungen müssen circa 2-5% der 

hospitalisierten Kinder intubiert und beatmet werde47. In Industrieländern wird 

die RSV bedingte Mortalität auf 0,005 – 0,02% (weltweit ca. 1-3% 23, 48-50) 

geschätzt. Bei der Betrachtung dieser Zahlen  sollte man sich jedoch im Klaren 

darüber sein, dass fast ausschließlich Kinder mit schweren Vorerkrankungen 

wie z.B. kardiopulmonalen Störungen oder Immunsuppression für die letalen 

Ausgänge einer RSV Infektion verantwortlich sind wohingegen zuvor gesunde 

Kinder nur sehr selten an einer lebensbedrohlichen Infektion erkranken13, 17. 
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Bei Erwachsenen und älteren Kindern manifestiert sich eine Infektion durch 

Respiratory Syncytial Virus sehr oft in weit geringerer Ausprägung als bei 

Kleinkindern. Infektion des oberen Respirationstraktes, Rhinitis, Pharyngitis, 

Tracheobronchitiden und Mittelohrentzündungen stellen die Hauptbeschwerden 

dieser Altersgruppe dar. Interessanterweise neigt jedoch auch hier die RSV 

assoziierte Entzündung des oberen Respirationstraktes zu stärkeren 

Beschwerden als bei Verursachung durch andere „Erkältungsviren“41. Wie 

bereits unter 1.1.2 beschrieben haben auch Erwachsene mit bestimmten 

Vorerkrankungen ein sehr hohes Risiko an einer lebensbedrohlichen RSV-

Infektion zu erkranken oder daran zu versterben28, 51, 52.  

 

1.1.5 Immunantwort nach RSV Infektion 

Die primären Zielzellen für das Respiratory Syncytial Virus  sind die 

Epithelzellen der Atemwege. Diese stellen die erste Barriere im Kampf gegen 

den Virus dar. So ist es auch nicht verwunderlich, dass genau sie am meisten 

von der RSV assoziierten Entzündung betroffen sind.  

Bei der Bindungsvermittlung des RS-Virus mit der Epithelzelle spielen sowohl 

das G- als auch das F-Protein, die sich beide auf der Oberfläche des Virus 

befinden, eine entscheidende Rolle. Nach dem Eindringen des Virus in den 

Respirationstrakt stellt die Osponisierung mit Surfactant Protein-A und -D (SP-A 

und SP-D) den ersten wichtigen Schritt der angeborenen Immunabwehr dar. 

Hierbei handelt es sich um von Epithelzellen des Respirationstraktes 

sezernierte Polypeptide, deren Aufgabe es ist, an in den Körper eingedrungene 

Mikroorganismen wie Bakterien, Viren oder Pilze zu binden53. Durch diesen 

Schritt können die Erreger von Abwehrzellen wie z.B. Makrophagen besser 

erkannt und phagozytiert werden, gleichzeitig sind die Surfactant-Proteine aber 

auch in der Lage, Makrophagen direkt zu stimulieren und zur Chemotaxis, 

Phagozytose und Zytokinsekretion anzuregen54, 55. Die Bindung von SP-A und 

SP-D an RS-Viren zeigte sich auch dahingehend, dass bei Patienten mit RSV 

Infektion niedrigere Werte der Surfactant-Proteine gemessen wurden56, 57. 

Durch die Bindung von SP kommt es außerdem zu einer stärkeren Bindung des 
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Virus an die Zielzelle (genauer an TLR4) und im Anschluss zu einer 

gesteigerten Aufnahme des Virus in die Zielzelle58, 59. Für die Bindung des Virus 

an die Zelle sind das F-Protein und G-Protein von entscheidender Bedeutung. 

Dabei kommt es zur Interaktion zwischen G-Protein und  dem CX3CR1 

Rezeptor und zur Bindung von F-Protein an den Toll-like Rezeptor 4 (TLR4)60. 

Dies führt zum einen zur Vermittlung von Chemotaxis in Zellen die auf 

Fractalkine (Chemokin und strukturelles Homolog des G-Protein) reagieren61, 

zum anderen zu einer verstärkten Expression von TLR4 auf der Zelloberfläche, 

einer Aktivierung von NFkappaB62 sowie einer Sensitivierung von 

Atemwegsepithelzellen auf Endotoxin63. Zusätzlich zu den erwähnten 

Glykoproteinen gibt es weitere Strukturen in der Zelloberfläche der Wirtszellen, 

die in der Lage sind, das F- und P- Protein des Respiratory Syncytial Virus zu 

binden. Dazu gehören unter anderem Heparinsulfat-haltige Strukturen, die 

sowohl F- als auch G-Protein binden können sowie das GTP-bindende RhoA, 

das die Virus-induzierte Synzytienbildung erleichtert64. In diesem Punkt besteht 

ein direkter Zusammenhang zwischen RSV induzierter Signalkaskade und der 

Signalkaskade, die durch IL-1ß durch Bindung an den IL-1 Rezeptor (IL-1R) 

ausgelöst wird. Auch durch die Stimulation von Zellen durch IL-1ß kommt es zu 

einer umgehenden Aktivierung von RhoA, das mit der intrazellulären Domäne 

des IL-1R verbunden und das für die Aktivierung verschiedener IL-1ß 

assoziierter Stoffwechselwege eine entscheidende Rolle zu spielen scheint
65, 66

. 

Gleichzeitig sind sowohl RSV als auch IL-1ß in der Lage, für eine  Aktivierung 

der Interleukin-1 Rezeptor assoziierten Kinase (IRAK) zu sorgen. In mehreren 

Studien konnte zudem die Aktivierung von RAF-1, MAPK/ERK Kinase1 (MEK1), 

ERK, JNK sowie der p38 MAP Kinase durch Respiratory Syncytial Virus 

nachgewiesen werden 67-69. Dabei spielt die p38 MAP Kinase v.a. bei der 

NFkappa-B gesteuerten Expression inflammatorischer Zytokine und Chemokine  

in Makophagen und Epithelzellen eine wichtige und entscheidende Rolle70-73. 

Besondere Bedeutung bei der RSV Infektion wird dabei v.a. den CXC und CC 

Chemokinen zugeschrieben.  

Auch alveolaren Makrophagen wird eine wichtige Rolle in der Abwehr einer 

RSV Infektion zugeschrieben. Dabei sind RS- Viren in der Lage, direkt auf  
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alveolare Makrophagen  einzuwirken und eine Sekretion unterschiedlichster 

Mediatoren wie z.B. MIP-1alpha, IL-10, TNF-alpha, IL-6, IL-8 u.a hervorzurufen 

74-77. Dabei wirken die proinflammatorischen Zytokine TNF-alpha und IL-1ß 

wieder direkt auf Makrophagen sowie auf Epithelzellen des Respirationstraktes 

ein. In Epithelzellen führt diese Stimulation zu einer zusätzlichen Freisetzung 

verschiedenster Mediatoren, die in der Pathologie der RSV-Infektion eine 

entscheidende Rolle spielen indem sie beispielsweise chemotaktische Wirkung 

zeigen. 

 

TNF-alpha 
IL-6

IL-1ß u.a.

 

 Chemokine

C
h
e
m

o
kin

e

 
 

Abbildung 2:Schematische Darstellung der Interaktion zwischen Epithelzellen des 

Respirationstraktes und Alveolarmakrophagen  
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1.2 Mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK) 

Bis heute sind unterschiedliche MAP-Kinase Stoffwechselwege bekannt, die für 

die Signaltransduktion, d.h. die intrazelluläre Weiterleitung von Reizen in  

eukaryotischen Zellen von entscheidender Bedeutung sind.  

Dabei handelt es sich z.B. um die Extrazellulär regulierte Proteinkinase (ERK), 

die c-Jun N-terminale Kinase (JNK) sowie die p38 MAP Kinase. In dieser Arbeit 

wurde besonderes Augenmerk auf die p38-MAP Kinase und deren Aktivierung 

nach unterschiedlichen Stimuli gelegt.  

 

1.2.1 p38 MAP Kinase 

Die p-38 MAP Kinase, ein Mitglied der MAP Kinase Familie wurde erstmals 

1994 im Zusammenhang mit einer Antwort  auf die Stimulation muriner Zellen 

mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) beschrieben78. Bis heute ist es 

gelungen 4 verschiedene Isoformen der p38 MAP Kinase zu identifizieren, 

wobei die p38α  bis heute zur häufigsten der untersuchten Isoformen gehört.  

 

Die Aktivierung von p38α konnte in vielen unterschiedlichen hämatopoetischen 

sowie nicht hämatopoetischen Zelllinien nach Kontakt mit unterschiedlichen 

Stimuli nachgewiesen werden.  Als weitere Isoformen konnten bis heute 

p38beta, p38gamma und p38delta nachgewiesen werden. Bei p38beta + p38 

beta2 handelt es sich um die nächsten Homologe zu p38alpha. P38gamma und 

p38delta hingegen sind nur zu 63% bzw. 61% mit p38alpha identisch. Während 

die Alpha- und Beta-Unterformen in den unterschiedlichsten Zellen exprimiert 

werden, findet man p38gamma nahezu nur in Skelettmuskelzellen, p38 delta 

vornehmlich in Hoden, Pankreas, Prostata und Speicheldrüsen79. 
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Abbildung 3: Stoffwechselwege der Mitogen aktivierte Protein Kinasen  (MAP Kinasen) 

 

 

Allen Mitgliedern der p38 MAPK-Familie gemeinsam ist eine aus 12 

Aminosäuren bestehende  „Aktivierungs- Tasche“,  welche durch 

übergeordnete MAP-Kinase-Kinasen am Thr-Gly-Tyr-Ende phosphoryliert 

werden kann80, 81. Inzwischen ist bekannt, dass die p38 MAP Kinase in der 

Lage ist, unterschiedlichste Substrate wie Kinasen (z.B. MAPKAP-2)82, 

Transkriptionsfaktoren (z.B. ATF-2) 83 und MEF-2 83-85 zu phosphorylieren. In 

dieser Arbeit wurde dabei besonderes Augenmerk auf ATF-2 (Activating 

transcription factor-2) gelegt, der als eines der ersten Substrate für p38 und 
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JNK identifiziert werden konnte86. Aus der Phosphorylierung von ATF-2 an 

Thr69 und Thr71 resultiert letztendlich eine Erhöhung der Transkriptionsaktivität 

86. 

 

Die Aktivierung aller 3 MAP Kinasen erfolgt durch spezifische und 

übergeordnete MAP-Kinase-Kinasen (MKK) und wiederum übergeordnete 

MAP-Kinase-Kinase-Kinasen (MKKK). MKK-3 sowie MKK-6 bilden dabei, wie 

auch im Schaubild ersichtlich, die Upstream-Kinasen für p38.  

 

Die p38 MAP Kinase spielt eine wichtige Rolle bei einer großen Anzahl an 

Erkrankungen. Dabei ist bekannt, dass die Regulation der Zytokin- und 

Chemokin-Biosynthese in unterschiedlichen Zellarten eng mit einer Aktivierung 

der p38 MAP Kinase verbunden ist87. Als Aktivatoren der MAP-Signalkaskade 

dienen dabei unterschiedlichste Reize. Dazu gehören unter anderem 

unterschiedliche Zytokine (z.B. IL-1ß), Lipopolysaccharide (LPS), Röntgen-

Strahlen, UV-Strahlen oder auch virale Infektionen (z.B. mit RSV) 87. 

Unterschiedlichste Studien konnten nachweisen, dass p38 v.a. bei der 

Vermittlung inflammatorischer Prozesse eine entscheidende Rolle zukommt. 

Dies gilt ebenso für Erkrankungen wie Asthma bronchiale und COPD als auch 

für akute Lungenerkrankungen wie Pneumonien oder Bronchiolitiden. 

Dabei ist v.a. die Produktion proinflammatorischer Mediatoren wie TNF-alpha, 

IL-1ß, RANTES oder IL-8, die bei der Entstehung und Aufrechterhaltung 

inflammatorischer Prozesse eine entscheidende Rolle spielen, sehr oft eng mit 

einer Aktivierung der p38 MAP Kinase verbunden87. 

 

Aufgrund dieser entscheidenden Rolle der p38 MAP Kinase bei entzündlichen 

Prozessen sind bis heute mehr als 100 MAP Kinase Inhibitoren entwickelt 

worden. Den Inhibitoren gemeinsam ist die kompetitive Hemmung der Bindung 

von ATP an die p38 MAP Kinase. In dieser Arbeit wurde die Wirkung des p38 

MAP Kinase Inhibitors SB 203580 untersucht. Dabei handelt es sich um einen 

Pyridinyl-Imidazol-Inhibitor  
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(4(4-fluorophenyl)-2-(4-methylsulfinylphenyl)-5-(4-pyridyl)imidazole), der sowohl 

die p38α- als auch die p38β-Isoformen der p38 MAP Kinase durch kompetitive 

Bindung an die ATP-Bindungs-Stelle inhibiert.  

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Chemische  Struktur des p38 MAP Kinase Inhibitors SB 203580  
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1.3. Inflammatorische Mediatoren 

Zytokine sind Peptide bzw. Proteine mit einer Länge von etwa 100–200 

Aminosäuren und einem Molekulargewicht von 15-25 kD, die von fast allen 

kernhaltigen Körperzellen – einschließlich Zellen des Immunsystems – 

sezerniert werden 88. Als Mediatoren können sie entweder in der gleichen Zelle 

(autokrin), in benachbarten Zellen (parakrin) oder aber systemisch in entfernten 

Zielzellen (endokrin) ein zell- und zytokinspezifisches Signal auslösen. Sie 

umfassen Familien von Regulatoren wie Interleukine (IL), 

Tumornekrosefaktoren (TNF), Interferone (IF) und bestimmte 

Wachstumsfaktoren. Ihre Wirkung entfalten Zytokine durch Bindung an 

spezifische Membranrezeptoren und lösen dadurch definierte zelluläre 

Antworten aus. In der Regel werden Zytokine de novo synthetisiert und im 

Gegensatz zu glandulären Hormonen wie beispielweise Insulin nicht als 

präformierte Moleküle in spezialisierten Organen gespeichert. Zytokine besitzen 

nur kurze Halbwertszeiten, ihre Aktivität kann jedoch durch Bindung an 

bestimmte Strukturen wie die extrazelluläre Matrix verlängert werden. Neben 

den klassischen löslichen Formen existieren Zytokine auch als 

membranständige Proteine (Bsp. Tumornekrosefaktor)89  oder werden als 

inaktive Pro-Formen sezerniert (TGFβ1)90. Da Zytokine oftmals in Kaskaden 

produziert werden, beeinflussen sie die Wirkung anderer Zytokine additiv, 

synergistisch oder auch antagonistisch.  

Eine Einteilung der Zytokine kann grob in pro- und antiinflammatorische 

Zytokine vorgenommen werden, deren Gleichgewicht für den adäquaten Ablauf 

einer Entzündungsreaktion von entscheidender Bedeutung ist. In die Gruppe 

der proinflammatorischen Zytokine gehört neben Tumornekrosefaktor und 

Interleukin-6 auch Interleukin-1, das in dieser Arbeit besonders untersucht 

wurde. IL-10, IL-13 und IL-1-Rezeptor-Antagonist zählen zur Gruppe der 

antiinflammatorischen Zytokine.  Es konnte bereits mehrfach bewiesen werden, 

dass eine Sekretion von IL-10 und IL-13 zu einer Inhibierung von IL-6, TNF-

alpha und Interleukin-1 führt. IL-13 führt außerdem zur vermehrten Expression 

von IL-1-Rezeptor-Antagonisten (IL-1-RA) 91, 92, welche durch Bindung von IL-1 

dessen Aktivität inhibieren können. Desweiteren konnte in Studien an einem 
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Tiermodell eine protektive Wirkung von IL-10 und IL-13 auf Lungenepithelzellen 

nachgewiesen werden 93. Eine weitere Gruppe der inflammatorischen 

Mediatoren bilden die Chemokine. Diese chemotaktisch wirksamen Zytokine 

haben normalerweise ein niedriges Molekulargewicht zwischen 7-15 kDa und 

sind v.a. für die Rekrutierung von Leukozyten an den Ort der Entzündung 

unabdingbar88. Typischerweise wird die Sekretion von Chemokinen u.a. durch 

andere Zytokine aber auch durch Viren induziert 77 

 

Die aus etwa hundert Aminosäuren aufgebauten Chemokine besitzen eine 20-

70%ige Homologie bezüglich der Aminosäuresequenz und können je nach 

Anordnung der zwei N-terminalen Zystein-Moleküle in vier Gruppen eingeteilt 

werden: CC-, CXC-, XC- und CX3C-Chemokine 94, 95. Die CC-Chemokine 

besitzen zwei aneinander gereihte Zystein-Moleküle während in den CXC-

Chemokinen die beiden Zystein-Moleküle durch eine  andere Aminosäure 

getrennt sind. Die  Chemokine der XC-Gruppe haben nur ein Zystein-Molekül 

und bei den Chemokinen der CX3C-Gruppe liegen zwischen den Zystein-

Molekülen drei Aminosäuren. Die früher gebräuchliche Nomenklatur anhand der 

biologischen Funktion wurde aufgrund der Unübersichtlichkeit aufgegeben und 

die Chemokine nach ihrer Struktur neu benannt. Ihre Wirkung entfalten 

Chemokine über die Bindung an   transmembranöse G-Protein gekoppelte 

Rezeptoren. Dabei sind Chemokine in der Lage, unterschiedliche Rezeptoren 

zu aktivieren und ein Rezeptor kann darüber hinaus zusätzlich von 

unterschiedlichen Chemokinen besetzt und anschließend aktiviert werden. 

Wahrscheinlich ist dabei die Selektivität in vivo höher als in vitro 96. 

 

 

Den beiden am besten untersuchten Chemokin-Gruppen - CC- und CXC-

Chemokine-  wird eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von 

Erkrankungen des Respirationstraktes zugeschrieben 97. Alle bisherigen 

Studien zur RSV-Infektion unterschiedlicher Zelllinien und im Tierversuch  

konnten nachweisen, dass RSV eine schnelle Produktion von Chemokinen 

innerhalb der ersten 24 Stunden, inklusive der CXC-Chemokine IL-8 (CXCL8), 
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IP-10 (CXCL10) und MIP-2, der CC-Chemokine MIP-1 alpha (CCL3) und MIP-

1beta (CCL4), RANTES (CCL5), Eotaxin (CCL11), MCP-1 (CCL2) und der XC-

Chemokine (Lymphotactin, XCL1) induziert. Diese Ergebnisse konnten sowohl 

in vitro in humanen Zelllinien als auch in vivo bei Menschen und Mäusen 

nachgewiesen werden 77, 98-107. 

 

Bezüglich der Immunantwort scheinen deutliche Unterschiede zwischen den 

einzelnen Zelltypen zu bestehen108, 109. Die Menge der inokulierten RSV-Viren 

scheint dabei für die Konzentration der sezernierten Chemokine sowie für die 

Schwere der Inflammation in Lungenepithelzellen verantwortlich zu sein77, 105, 

110.  Im Rahmen der RSV-Infektion und der dadurch ausgelösten Immunantwort 

spielen Alveolarmakrophagen eine entscheidende Rolle. Sie sind in der Lage 

nach Kontakt mit RSV proinflammatorische Mediatoren wie IL-1ß, TNF-alpha, 

IL-6 oder IL-8 freizusetzten und somit zur Aufrechterhaltung der 

Entzündungsreaktion beizutragen 62, 111. Desweiteren konnte bereits gezeigt 

werden, dass Alveolarmakrophagen durch Sekretion von IL-10 zu einer lokalen 

Immunsupression beitragen können und somit in der Lage sind eine Antikörper-

vermittelte Abwehr zu induzieren112.  

Die Produktion von IL-12, welches die zelluläre Immunabwehr unterstützt und 

Natürliche Killer-Zellen (NK-Zellen) stimuliert, wird durch RSV jedoch inhibiert 

113-116
.  

Die Arbeitsgruppen um Sarmiento und Hegele konnten bereits beweisen, dass 

RS-Viren neben einer direkten Infektion von Epithelzellen als primärem 

Angriffsunkt auch in der Lage sind, Alveolarmakrophagen direkt zu infizieren 

und eine weniger effektive aber kontinuierliche Virusreplikation 

aufrechtzuerhalten 117, 118. 
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CC-Chemokine 

Systematischer Name 

nach neuer 

Nomenklatur 

 

Ligand bei Menschen 

 

Ligand bei der Maus 

 

Rezeptor 

CCL1 I-309 TCA-3 CCR8 

CCL2 MCP-1, MCAF JE CCR2 

CCL3 MIP-1α MIP-1α CCR1, CCR5 

CCL4 MIP-1β MIP-1β CCR5, CCR8 

CCL5 RANTES RANTES CCR1, CCR3, CCR5 

CCL6  MRP-1  

CCL7 MCP-3 MARC CCR1, CCR2, CCR3 

CCL8 MCP-2 MCP-2 CCR3 

CCL9  MRP-2, MIP-1γ  

CCL10  CCF18  

CCL11 Eotaxin Eotaxin CCR3 

CCL12  MCP-5 CCR2 

CCL13 MCP-4  CCR2, CCR3 

CCL14 CCL14, HCC-1. CKβ1  CCR1 

CCL15 HCC-2, Lkn-1. MIP-5  CCR1, CCR3 

CCL16 HCC-4, LEC, Mtn-1 LCC-1 CCR1 

CCL17 TARC TARC CCR4 

CCL18 DC-CK1. PARC   

CCL19 MIP-3β, ELC, ckβ11 MIP-3β, ELC CCR7 

CCL20 MIP-3α, LARC MIP-3α, LARC CCR6 

CCL21 6Ckine, SLC, ckβ9 SLC, TCA-4 CCR7 

CCL22 MDC, STCP1 abcd-1 CCR4 

CCL23 MPIF-1, ckβ8-1  CCR1 

CCL24 MPIF-2, Eotaxin-2  CCR3 

CCL25 TECK, ckβ15 TECK, ckβ15 CCR9 

CCL26 Eotaxin-3, MIP-4α  CCR3 

CCL27 CTAL, ILC, ESkine ALP, Skinkine CCR10 
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CXC-Chemokine 

Systematischer Name 

nach neuer 

Nomenklatur 

 

Ligand bei Menschen 

 

Ligand bei der Maus 

 

Rezeptor 

CXCL1 GROalpha, MGSA MIP-2, KC CXCR2 

CXCL2 GROβ, MIP-2α KC CXCR2 

CXCL3 GROγ, MIP-2β KC CXCR2 

CXCL4 PF4 PF4 CXCR2 

CXCL5 ENA-78 LIX CXCR1, CXCR2 

CXCL6 GCP-2 CKα-3  

CXCL7 NAP-2  CXCR2 

CXCL8 Interleukin-8  CXCR1, CXCR2 

CXCL9 Mig Mig CXCR3 

CXCL10 IP-10 IP-10, CRG-2 CXCR3 

CCL11 I-TAC  CXCR3 

CCL12 SDF-1 SDF-1 CXCR4 

CCL13 BLC, BCA-1 BLC, BCA-1 CXCR5 

CCL14 BRAK   

CCL15  Lungkine  

CCL16 CXCL16 CXCL16 CXCR6 

 

CX3C-Chemokine 

Systematischer Name 

nach neuer 

Nomenklatur 

 

Ligand bei Menschen 

 

Ligand bei der Maus 

 

Rezeptor 

CX3CL1 Fractalkine Fractalkine CX3CR1 
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C-Chemokine 

Systematischer Name 

nach neuer 

Nomenklatur 

 

Ligand bei Menschen 

 

Ligand bei der Maus 

 

Rezeptor 

XCL1 Lymphotaktin Lymphotaktin XCR1 

XCL2 SCM-1β  XCR2 

 

Abbildung 5: Einteilung der Chemokine  modifiziert nach Zlotnik 
119

 

 

 

Im Rahmen der Infektion von RSV spielen wie bereits oben beschrieben 

inflammatorische Mediatoren eine entscheidende Rolle. Als einer davon ist IL-

1ß, das im Rahmen einer Infektion alveolärer Makrophagen mit RSV sezernier 

werden kann, selbst in der Lage, auf die angrenzenden Lungen- bzw. 

Alveolarepithelzellen einzuwirken und in diesen unterschiedliche 

Stoffwechselwege in Ganz zu setzen.  In dieser Arbeit sollte die Rolle von IL-1ß 

im Rahmen der RSV-Infektion deshalb besonders hervorgehoben werden. Die 

in dieser Arbeit neben IL-1ß näher untersuchten pro- und antiinflammatorischen 

Mediatoren sollen im Folgenden nochmals besonders hervorgehoben werden.  

 

1.3.1 Interleukin-1ß 

Interleukin-1ß ist ebenso wie TNF-alpha ein multifunktionales 

(proinflammatorisches) Zytokin, dessen Wirkungsschwerpunkt in der 

Initialphase von Entzündungs- und Immunrektionen liegt. Zusammen mit IL-

1alpha wird IL-1ß als IL-1 bezeichnet.  Die Freisetzung von IL-1ß erfolgt durch 

eine Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen. Dazu gehören  unter anderem 

Makrophagen und Monozyten 120, Endothelzellen 121, Megakaryozyten und 

Blutplättchen 122, 123, natürliche Killerzellen124 und Neutrophile125. Kommt es 

beispielsweise durch bakterielle Lipopolysaccharide oder Immunglobuline zur 

Bindung an die entsprechenden Rezeptoren auf Monozyten bzw. Makrophagen, 
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sind diese in der Lage IL-1ß zu sezernieren126 127. Einmal freigesetzt vermag Il-

1ß auf unterschiedlichste Zellen Einfluss zu nehmen. Die primären Zielzellen 

bei entzündlichen Prozessen sind dabei die kapillären Endothelzellen. Diese 

sezernieren nach Kontakt mit Interleukin-1ß unter anderem proinflammatorische 

Mediatoren wie MCP-1. Desweiteren kommt es zur Hochregulation der 

Expression vaskulärer Adhäsionsmoleküle wie E-Selectin, ICAM-1 und VCAM-

1128. Dadurch wird die Diathese von Leukozyten und die folgende Migration ins 

Gebiet der Inflammation ermöglicht. Dabei ist IL-1ß in der Lage durch Kontakt 

mit Monozyten seine eigene Expression anzuregen und somit zu einer 

Verstärkung der Entzündung beizutragen. 

 

Die biologische Aktivität von IL-1alpha und –beta entsteht  über die Interaktion 

mit spezifischen Rezeptoren Bisher konnten zwei verschiedene 

Rezeptorproteine identifiziert werden 129-131, von denen jedes drei 

Immunglobulin-ähnliche Domänen besitzt. Die Rezeptoren werden als Typ I IL-

1-Rezeptor (IL-1 RI) bzw. Typ II IL-1-Rezeptor (IL-1 RII) bezeichnet. Abhängig 

vom Zelltyp zeigen die Rezeptoren eine unterschiedliche Affinität gegenüber IL-

1alpha und IL-1beta. Typischerweise interagiert IL-1alpha vorzugsweise mit 

dem IL-1 RI, während für IL-1beta eher eine Interaktion mit dem IL-1 RII 

nachgewiesen werden konnte 132, 133.  

 

 

1.3.2 Tumornekrosefaktor 

Tumornekrosefaktor-alpha (Synonym: TNFSF1a,  Kachektin) ist neben IL-1ß 

eines der proinflammatorischen Zytokine. Dabei handelt es sich um ein 

pleiotropes Molekül, dass in unterschiedlichsten Bereichen z.B. 

Zelldifferenzierung oder apoptotischen Prozessen eine zentrale Rolle einnimmt.  

Eine der wichtigsten ist die Induktion und Aufrechterhaltung inflammatorischer 

Prozesse. Hier steuert TNF-alpha unter anderem die Rekrutierung von 

Leukozyten an den Ort der Inflammation durch Aktivierung vaskulärer 

Endothelzellen und vermehrter Expression von Adhäsionsmolekülen wie 
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Selektinen sowie durch die Aktivierung von Makrophagen134. Neben der 

Freisetzung durch Alveolarmakrophagen im Lungengewebe können auch 

Monozyten, Neutrophile, Mastzellen, Keratinozyten, T-Zellen, glatte 

Muskelzellen oder natürliche Killerzellen auf bestimmte Reize mit einer 

Sekretion von TNF-alpha reagieren135, 136. Nach Sekretion ist TNF in der Lage 

parakrin am Ort der Sekretion seine Wirkung zu entfalten oder über den 

Blutstrom entfernte Gewebe zu erreichen. Bis heute konnten viele Mediatoren 

bestimmt werden, die die Sekretion von TNF-alpha induzieren können. Dazu 

gehören neben den von Bakterien produzierten Lipopolysaccharide,  Zytokine 

wie beispielsweise IL-1ß, GM-CSF oder auch TNF-alpha selbst, die Substanz 

P, Bradykinin oder platelet aktivating factor. Zu einem Ungleichgewicht bei der 

Sekretion der sezernierten Zytokine bzw. zu einer Überproduktion von TNF-

alpha kommt es z.B. im Rahmen des septischen Schocks, der Kachexie oder 

im Rahmen einiger Autoimmunerkrankungen 137-139. 

 

Seine Wirkung übt TNF-alpha über Bindung an TNF-Rezeptoren aus. Hierbei 

unterscheidet man die beiden Rezeptortypen p55 (Typ I) und p75 (Typ II). 

Diese findet man mit Ausnahme auf Erythrozyten in allen Körperzellen. Nach 

Bindung an Ihren Rezeptor können unterschiedlichste Second-messenger 

Prozesse in Gang gesetzt werden, unter anderem  auch die Aktivierung der in 

dieser Arbeit untersuchten  MAP Kinasen. 

 

Lösliche Formen beider Rezeptortypen konnten bei Patienten mit Fieber, 

Sepsis und malignen Erkrankungen im Serum und im Urin nachgewiesen 

werden 140-143. Diese können Tumor-Nekrose-Faktoren  binden und die 

biologischen Aktivitäten dieser Zytokine dadurch  neutralisieren. Sie stellen also 

wahrscheinlich physiologische Inhibitoren der TNF-Wirkung dar. 

 

1.3.3 Interleukin-10 

Bei Interleukin-10 (Synonym: CSIF) handelt es sich um ein pleiotropes Zytokin 

144-146. Die Hauptfunktion von IL-10 scheint die Limitierung und Terminierung 
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der inflammtorischen Antwort auf bestimmte Reize sowie die Regulierung der 

Differenzierung und Proliferation vieler „Immunzellen“ wie T-Zellen, B-Zellen, 

Natürliche Killerzellen, Mastzellen oder Granulozyten zu sein. Als Zytokin mit 

sehr potenten antiinflammatorischen Eigenschaften ist es in der Lage, die 

Sekretion inflammatorischer Mediatoren wie TNF-alpha, Interleukin-1, 

Interleukin-6 oder Interleukin-8  zu unterdrücken. Das humane Zytokin ist ein 

Homodimer mit einer Molekülmasse von 37 kDa. Dabei besteht jedes Monomer 

aus 160 Aminosäuren mit 18,5 kDa. Murines und humanes IL-10 weisen eine 

ca. 80%-ige Homologie auf. Bis heute konnten zudem eine ganze Reihe viraler 

Homologe von IL-10 wie Epstein-Barr-Virus (EBV), Herpes-Simplex-Virus 

(HSV-2) oder Cytomegalievirus (CMV)  nachgewiesen werden147-149.  

 

1.3.4 Interleukin-6 

Interleukin-6 wird als wichtigem Zytokin der Akute-Phase-Reaktion eine 

entscheidende Rolle bei unterschiedlichen biologischen Vorgängen 

zugeschrieben. Dazu gehören unter anderem die Hämatopoese, die 

Immunabwehr, die Wundheilung, der Knochenmetabolismus sowie 

entzündliche Prozesse. 

Nach Infektionen und Verletzungen wird das 26 kDa große Zytokin vor allem 

von Monozyten und Makrophagen, Kupffer-Zellen, Epithelzellen,  T-Zellen, B-

Zellen, Mastzellen, Neutrophilen, Fibroblasten, Keratinozyten, Endothelzellen, 

vaskulären glatten Muskelzellen und Osteoblasten sezerniert 150. Die Synthese 

von IL-6 erfolgt häufig nach Stimulation mit den proinflammatorischen Zytokinen 

IL-1 und TNF-alpha. Auch bakterielle Infektionen bzw. bakterielle Endotoxine 

oder virale Infektionen können zu einer Freisetzung von IL-6 führen. Neben 

einer Induktion der Akute-Phase-Proteine CRP und Haptoglobin besitzt IL-6 

eine antivirale Wirkung, indem es die vermehrte Sekretion von TNF-alpha und 

Interleukin-1 hemmt151, 152. Es konnte bereits von mehreren Arbeitsgruppen 

gezeigt werden, dass Interleukin-6 bei Asthmapatienten sowie bei Patienten mit 

RSV Infektion vermehrt sezerniert wird 152-154. 
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1.3.5 Macrophage Inflammatory Protein 1 (MIP-1) 

MIP-1 gehört zur Klasse der CC-Chemokine und lässt sich in die beiden 

Hauptformen MIP-1alpha und MIP-1ß differenzieren. Erstmalig konnte die 

Arbeitsgruppe um Sherry 1988 beide Proteine aus dem Überstand einer 

Makrophagen-Zelllinie isolieren155, die zuvor mit bakteriellen 

Lipopolysacchariden stimuliert worden war. Beim Menschen sind beide Gene 

für CCL-3 und CCL-4 auf Chromosom 17 lokalisiert. Macrophage Inflammatory 

Protein kann außer von Makrophagen v.a. im Rahmen eines inflammatorischen 

Prozesses noch von einer Reihe weiterer Zellarten, wie beispielsweise 

Mastzellen oder Endothelzellen produziert werden156-158. Nach Sekretion ist 

MIP-1 in der Lage, die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie TNF-

alpha, IL-6 oder IL-1ß zu iniziieren. Bei Mäusen stellt MIP-1 alpha den 

Hauptstimulus für eine TNF-Produktion von Makrophagen dar, wohingegen 

MIP-1beta diesem Effekt antagonistisch entgegenwirkt. Zusätzlich scheinen 

sowohl MIP-1 alpha als auch MIP-1 beta eine entscheidende Rolle für die 

Chemotaxis von Leukozyten zu spielen159. In mehreren in-vivo Studien sowohl 

beim Menschen als auch bei Mäusen konnte gezeigt werden, dass MIP-1alpha 

im Rahmen einer Infektion mit RSV vermehrt produziert wird. Dabei waren 

neben erhöhten Konzentrationen an MIP-1ß im Nasen- bzw. Trachealsekret 

RSV-infizierter Kinder 160 auch bei Mäusen nach RSV-Infektion deutlich erhöhte 

Konzentrationen an MIP-1alpha nachzuweisen 77. Genetisch veränderte Mäuse 

mit fehlendem MIP-1aplha Gen (MIP-1alpha -/-) zeigten darüber hinaus deutlich 

geringere Inflammation im Bereich der Atemwege nach RSV Infektion als die 

genetisch unveränderten Mäuse mit vorhandenem MIP-1alpha Gen 77. 

 

1.3.6 MIP-2 und KC (Keratinocyten Cytokin) 

Die beiden murinen Chemokine KC (CXCL1) und MIP-2 (CXCL2) gelten als die 

vorrangigen Chemoattraktantien, die für die Rekrutierung von neutrophilen 

Leukozyten verantwortlich sind.  Beide Chemokine sind in der Lage an den 

selben Rezeptor (CXCR2) zu binden161. Die beiden Chemokine sind eng 

miteinander verwandt und zeigen hinsichtlich ihrer Aminosäuresequenz eine 
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Übereinstimmung von 65%162. Darüber hinaus sind sie Homologe der 

menschlichen GRO Chemokine die funktionell der IL-8 Familie ähneln162. 

Neben anderen CXC-Chemokinen wurde die Produktion von KC bereits durch 

viele unterschiedliche Zellarten beschrieben. Erstmals nachgewiesen wurde KC 

nach Stimulation von murinen Fibroblasten mit PDGF163-165. Auch in 

Endothelzellen, Epithelzellen  und alveoläre Makrophagen konnte bereits eine 

Sekretion von KC nachgewiesen werden165. Da es bis heute nicht gelungen ist 

ein Interleukin-8 Homolog in Mäusen zu identifizieren, geht man davon aus 

dass es sich bei MIP-2 und KC um die funktionellen Homologe von IL-8 und 

somit um die wichtigsten proinflammatorischen Chemokine bei der Maus 

handelt. Mehrere Studien konnten bisher zeigen, dass sowohl KC als auch MIP-

2 eine wichtige Rolle bei inflammatorischen Prozessen im Bereich der Lunge 

von Mäusen darstellen166. Auch im Rahmen einer Infektion mit RSV wird KC 

eine Schlüsselposition zugesprochen. Bereits einige Arbeitsgruppen konnten 

zeigen, dass KC zu frühen Zeitpunkten nach einer Infektion mit RSV sowohl im 

Lungengewebe als auch in der bronchoalvolären Lavage von Mäusen den 

vorherrschenden inflammatorischen Mediator darstellt 167-169. Auch bei Kindern 

mit RSV Infektion waren deutliche erhöhte Konzentrationen von IL-8 im Plasma 

und Nasensekret nachzuweisen 170. 

1.3.7 Mediatoren im Rahmen der RSV Infektion 

Im Rahmen einer Infektion mit RSV kommt es  durch ein komplexes 

Zusammenspiel mehrerer Zellarten wie z.B. Epithelzellen, Neutrophilen 

Granulozyten und Makrophagen  zur Freisetzung unterschiedlichster 

Mediatoren, die die Inflammation aufrechterhalten, vorantreiben oder 

abschwächen können. Bis heute gibt es eine Reihe von Arbeitsgruppen, die die 

Freisetzung unterschiedlicher Mediatoren wie z.B. IL-1, TNF-alpha, Interleukin-

6,  Interleukin-8, GRO, MCP-1, MIP-1alpha und RANTES nach RSV in vivo bei 

Menschen und in Mäusen nachweisen konnten 77, 110, 171. Durch diese 

Mediatoren kommt die für die Inflammation so wichtige Signalvermittlung 

zwischen den einzelnen Zellen erst zustande. Darüber hinaus konnte gezeigt 
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werden, dass durch Inhibition der Entzündungskaskade die Ausprägung der 

RSV-induzierten Pneumonie deutlich reduziert wird. 

Im Tiermodell sowie in humanen Zellen konnte bereits eine Produktion von IL-

1ß nach RSV-Infektion nachgewiesen werden104, 172-175. Dabei waren es neben 

Lungenepithelzellen v.a. alveoläre Makrophagen, die nach Infektion mit RSV in 

der Lage sind IL-1ß freizusetzen.  .  

 

Desweiteren konnte bereits die Arbeitsgruppe um Pazdrak einen direkten  

Zusammenhang zwischen der Aktivierung der p38 MAP Kinase und der 

Produktion bestimmter Mediatoren nach Infektion mit RSV wie z.B. RANTES 87 

in humanen Zellen (A549) nachweisen. 

Ziel dieser Arbeit  war es nachzuweisen, welche Rolle IL-1ß bei der RSV-

Infektion von Lungenepithelzellen der Maus in-vitro einnimmt. Vornehmliches 

Augenmerk legten wir dabei auf eine mögliche Aktivierung der 

Entzündungskaskade durch IL-1ß über Aktivierung von Epithelzellen sowie die 

Aktivierung der p38 MAP-Kinase. 
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Abbildung 6: Einfluss unterschiedlicher Zytokine bzw. Chemokine im Rahmen der RSV Infektion
176

 

sowie Darstellung der interzellulären Vernetzung im Rahmen RSV Infektion

 

1.4. Fragestellung 

RSV gilt bis heute als einer der wichtigsten Erreger respiratorischer Infektionen 

im Kindesalter. Für die Ausprägung und Aufrechterhaltung dieser Infektion 

spielen unterschiedliche Zelltypen, Mediatoren und intrazellulär ablaufende 

Stoffwechselvorgänge eine wichtige Rolle. Im Rahmen dieses komplexen 

Zusammenspiels ergab sich für uns folgende Fragestellung: 

 

1.) Welche Rolle spielt das proinflammtorische Zytokin IL-1ß, das z.B. von 

RSV-infizierten Makrophagen produziert wird, bei der Infektion von 

murinen Lungenepithelzellen mit RSV? 

2.) Welchen Einfluss haben RSV, UV-RSV sowie IL-1ß auf die Aktivierung 

der p38 MAP Kinase? 

3.) Welchen Einfluss hat die Neutralisierung von IL-1ß bzw. die Inhibierung 

der p38 MAP Kinase bei einer Infektion mit RSV? 

 

 

Epithelzelle 

alv. 

Makrophage IL-1ß 

 

? 

RSV 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Insulin       Sigma-Aldrich, St. Louis 

holo-Transferrin     Sigma-Aldrich, St. Louis 

Natriumselenit     Gibco GmbH, Eggenstein  

Hydrocortison     Sigma-Aldrich, St. Louis 

ß-Estradiol      Sigma-Aldrich, St. Louis 

DAPI       Sigma-Aldrich, St. Louis 

DMSO (Dimethylsulfoxid)    Sigma-Aldrich, St. Louis  

Trypanblau      Sigma-Aldrich, St. Louis 

L-Glutamin       Sigma-Aldrich, St. Louis 

Natriumbicarbonat     Sigma-Aldrich, St. Louis 

Glucose      Sigma-Aldrich, St. Louis 

HEPES       Sigma-Aldrich, St. Louis 

Natriumpyruvat      Sigma-Aldrich, St. Louis 

2-Mercaptoethanol 90%    Sigma-Aldrich, St. Louis 

Murines IL-1ß (0,1mg/ml)    Sigma-Aldrich, St. Louis 

Aprotinin (1mg/ml gelöst in H2O)      Sigma-Aldrich, St. Louis 

Benzamidin (1mg/ml gelöst in H2O)     Sigma-Aldrich, St. Louis 

Pepstatin (1mg/ml gelöst in Methanol)   Sigma-Aldrich, St. Louis 

Leupeptin (1mg/ml gelöst in H2O)      Sigma-Aldrich, St. Louis 

EDTA  (100nM Lösung in H2O, pH 7,4)   Sigma-Aldrich, St. Louis 

PMSF  (200nM Lösung in Isopropanol)    AppliChem, Darmstadt 

Tris-HCl      Sigma-Aldrich, St. Louis 

NP-40  (10 % Lösung in H2O)        Biovision, USA 

Na-deoxycholat (10 % Lösung in H2O)    Sigma-Aldrich, St. Louis 

Protein Assay     Bio-Rad, München  

Serumalbumin (BSA)    Sigma-Aldrich, St. Louis 

30 % Acrylamid     Biorad, München 
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TEMED      Biorad, München 

Ammonium Persulfat (APS)   Biorad, München 

10 x Tris/Glycine/SDS Puffer   Biorad, München 

Natriumdodecylsulfat    Merck, Darmstadt 

10x Tris-Glycine Buffer (Transfer Puffer) Biorad, München 

Methanol      Merck, Darmstadt 

Magermilchpulver     Töpfer, Dietmannsried 

Proteinstandard RPN 800    Amersham, Schweden 

3 x SDS Proben Puffer 

Tween 20      Merck, Darmstadt 

TBS 1x       

Magermilchpulver     Töpfer GmbH, Dietmannsried 

Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)  Roche, Basel 

5-Brom-4-chlor-3-idolyl-phosphat (BCIP) Roche, Basel 

DTT (Dithiothreitol)     Sigma-Aldrich, St. Louis 

Tween-20      Merck, Darmstadt 

ELISA-Kits DUO-SET    R & D Systems, Minneapolis 

(mTNF-alpha, mIL-1ß, mMIP-1alpha,  

mMCP 5, mMIP-1ß, mInterleukin 6,  

mKC, mMIP-2, mIL-10) 

 

Antikörper: 

 

Anti-mouse IL-1ß Antikörper    R & D, Minneapolis 

p-p38 (Tyr 182)  rabbit IgG Antikörper      Santa Cruz, USA 

p-38 monoclonal mouse IgG Antikörper  Santa Cruz, USA 

Goat F(ab)2 Anti-Mouse Antikörper            Biosource, USA 

Goat F(ab)2 Anti-Rabbit Antikörper  Biosource, USA 

P38 MAP Kinase Assay Kit   CellSignaling, USA 

 

 

 



Material und Methoden 

29 

 

RS-Virus: 

Bei dem verwendeten RS-Virus handelte es sich um ein Geschenk von Prof. 

Garofalo,  Department of Pediatrics, The University of Texas Medical Branch, 

Galveston, Texas, USA. Die Virus-Konzentration der Proben betrug 1,15 x 106 

PFU/µl 

 

2.1.2 Geräte und Hilfsmittel 

Sterile Werkbank:  Hanau LaminAir   Heraeus, Hanau 

Brutschrank:   Hanau Cytoperm 2  Heraeus, Hanau 

Mikroskop:   Leica DMIL    Leica, Solms 

Fluoreszenz-Mikroskop: Leitz DM IRV   Leitz, Wetzlar 

Zentrifuge:   Hanau Megafuge 1,0R Heraeus, Hanau 

Feinwage:   HR-120 EC   A&D Instr., Ahrensburg  

Pipettiergerät:  Pipettboy acu  Integra GmbH, Fernwald 

Pipetten:   1-10µl    Eppendorf AG, Hamburg 

    10-100µl   Eppendorf AG, Hamburg 

    100-1000µl   Eppendorf AG, Hamburg 

Pipettenspitzen:      Eppendorf AG, Hamburg 

Stripettenspitzen, steril: 1, 5, 10, 25, 50 ml  Nunc GmbH, Wiesbaden 

Zellschaber:    Cell lifter             Corning, Wiesbaden 

Sterile Falcon Röhrchen: 15 ml Blu max jr.  Nunc GmbH, Wiesbaden  

    50 ml Blu max  Nunc GmbH, Wiesbaden  

Röhrchenständer:      Nalgene, Rochester, USA 

Neubauer-Zählkammer:     Brand, Wertheim 

Sterile Latexhandschuhe: Safe Skin   Kimberly & Clark, Koblenz 

Reaktionsgefäße:  1,5 ml    Greiner, Nürtingen  

    0,5 ml    Eppendorf AG, Hamburg 

Photometer:   Ultrospec 3000 pro  Amersham, Schweden 

Einmalküvetten:                Corning, Wiesbaden 

Rührer RH-Basic       IKA-Werke, Staufen 
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75 cm² Zell-Kulturflaschen     TPP, Schweiz 

Gelkassetten 1,5 mm     Biorad, München 

Gelkämme 1,5 mm      Biorad, München 

Cell SureLock Mini-Cell     Biorad, München 

Netzgerät Power Pac 1000    Biorad, München 

Schaumstoffschwimmer     Biorad, München 

Thermoblock:  Thermomixer  5436   Eppendorf AG, Hamburg  

Wasserbad:  GFL 1038 

Einschweißgerät: Impulse sealer   TEW, Taiwan 

Minicentrifuge: Micro Centrifuge   Roth, Karlsruhe 

Vortexer:  Vortex-Geni 2   Scientific Industries, USA 

Bechergläser       Schott AG, Mainz 

Erlenmeyerkolben      Schott AG, Mainz 

Messzyliner        Schott AG, Mainz 

Waage:   PK 4800     Mettler-Toledo, Albstadt 

pH-Meter:  Microprocessor ph-Meter  WTW, Weilheim 

Sterilfilter:  Cellulose 22 µm            Corning, Wiesbaden 

Mehrkanal-Pipetten:       Eppendorf AG, Hamburg 

Transferkammer      Biorad, München 

3mm Filterpapier      Biorad, München 

PVDF Membran      Biorad, München  

Membranwippe Speci-Mix    Bioblock-Scientific 

ELISA-Washer      Tecan, Österreich 

96-well ELISA Platten                Corning, Wiesbaden 

Elisa Reader       Dynatech, Denkendorf 
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2.1.3 Fertiglösungen und selbst hergestellte Lösungen 

  

Fetales Kälberserum (FCS)   PAA Laboratories, Cölbe 

Das fetale Kälberserum (FCS) wurde bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und zur 

Inaktivierung des Komplementsystems und Zerstörung kreuzreagierender 

Immunglobuline durch 30-minütige Inkubation bei 56 °C hitzeinaktiviert und 

anschließend bei -20 °C portioniert auf 10 ml und 50 ml aufbewahrt. 

 

 

 

Antibiotikum/Antimykotikum Lösung  Sigma-Aldrich, St. Louis 

Diese diente dazu, das Kontaminationsrisiko der kultivierten Zellen zu 

reduzieren. Enthalten waren Penicillin und Streptomycin als Antibiotika sowie 

Amphothericin als Antimykotikum. 

 

 

Accutase      PAA Laboratories, Cölbe 

Accutase ist ein proteolytisches und collagenolytisches Enzym, das dazu 

entwickelt wurde Zellen sehr schonend von Zellkulturoberflächen abzulösen. 

Die Vorteile der Accutase verglichen mit Trypsin-EDTA liegen insbesondere in 

der Erhaltung der Oberflächenepitope und in einem schnelleren Anwachsen der 

gelösten Zellen im neuen Medium. 

 

 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung  (PBS-) Gibco GmbH, Eggenstein 

(ohne Calcium, Mg, Natriumbicarbonat) 

 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS+) Gibco GmbH, Eggenstein 
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RIPA (Radioimmunoprecipitation) Puffer wurde folgendermaßen unter 

stetigem Rühren hergestellt und in 15 ml Röhrchen bei -20°C eingefroren.  

Anleitung für 100 ml Puffer:  

 

790 mg Tris-HCl        

+ 75 ml Aqua dest.     

+ 900 mg NaCl 

+ 10 ml 10% NP-40     mit HCl auf pH 7,4 bringen 

+ 2,5ml 10% Na-deoxycholat 

+ 1ml der 100nM EDTA Lösung 

Auffüllen des Puffers auf 100 ml mit Aqua dest. 

 

Vor Gebrauch des RIPA-Puffers bei der Gesamtproteingewinnung müssen zu  

1 ml Puffer folgende Proteaseinhibitoren frisch zugegeben werden: 

1 µl   Aprotinin  (1mg/ml gelöst in H2O) 

1 µl   Benzamidin (1mg/ml gelöst in H2O) 

1 µl   Pepstatin (1mg/ml gelöst in Methanol) 

1 µl   Leupeptin (1mg/ml gelöst in H2O) 

5 µl  PMSF  (200nM in Isopropanol) 

 

 

Puffer für Sammelgel (Lower Buffer) : 

0,5 M Tris-HCl    (30,3 g) 

0,4 % Natriumdodecylsulfat (SDS)  (2 g) 

auffüllen mit 500 ml Aqua dest. und auf pH = 6,8 bringen 

 

Puffer für Trenngel (Upper Buffer): 

1,5 M Tris-HCl     (90,85 g) 

0,4 % Natriumdodecylsulfat (SDS)  (2 g) 

auffüllen mit 500 ml Aqua dest. und auf pH = 8,8 bringen 
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1 x Tris-Glycine/SDS-Buffer  

900 ml Aqua dest   

100 ml 10x Tris-Glycine/SDS-Buffer) 

 

Transfer-Buffer  

100 ml 10x Tris-Glycine Buffer  

+ 200ml Methanol  

+ 700 ml Aqua dest) 

 

1x TBS 

10 ml 10x TBS 

+ 90 ml Aqua dest. 

 

Detektionspuffer   

Tris Base ph 9,5 1M    50ml 

+ NaCl 5M     10 ml 

+ Aqua bidest  440 ml 

 

Lösungen für ELISA: 

PBS:    

8,0 g  NaCl 

0,2 g  KCl   in 1l Aqua bidest pH 7,2 – 7,4 

1,44 g Na2HPO4 

0,2 g KH2PO4 

 

Waschpuffer: 0,05% Tween-20 in PBS 

 

Blockpuffer:  1 % BSA + 5% Sucrose + 0,05% NaN3 in PBS 

 

Verdünnung:  1% BSA in PBS 

 

Stoplösung:  2 N H2SO4   
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Substratlösung: H2O2 + Tetramethylbenzidine (1:1) 

 

Alle Chemikalien und Substanzen, die nicht extra mit dem Namen der 

Herstellerfirma versehen sind,  stammte  von der Firma Merck, Darmstadt. 

 

2.2. Zellkultur 

2.2.1 Zelllinien 

 

Für die Durchführung der Versuche wurden 3 Zelllinien der Maus kultiviert. Bei 

zwei der Zelllinien handelte es sich um Lungenepithelzellen der Maus, bei der 

dritten um alveolare Makrophagen der Maus: 

 

 

MH-S Zellen (ATCC-Nr.: CRL-2019) 

MH-S Zellen sind SV40 transformierte (adherent cell angereicherte) alveoläre 

Makrophagen der Maus. Als typische morphologische Eigenschaften  der 

Makrophagen  besitzen sie die Fähigkeit zur Adhärenz und Phagozytose. 

Desweiteren sind sie Esterase positiv und Peroxidase negativ 

 

 

MLE-12 Zellen (Murine Lungenepithel-Zellen; ATCC-Nr.: CRL-2110) 

MLE-12 Zellen wurden 1992 von K. A. Wikenheiser aus Lungentumoren 

transgenetischer weiblicher Mäuse gewonnen. Bei diesen Zellen handelt es 

sich um eine pulmonare Adenocarcinom-Zellinie. Die SV 40 (Simian Virus 40) 

transformierten Zellen repräsentieren das distale Bronchial- und Alveolarepithel 

des Respirationstrakts bzw. Typ II Alveolarzellen. 

 

LA-4 Zellen (Epitheliale Lungenadenomzellen, ATCC-Nr.: CCL-196) 

Diese Zellen wurden 1975 von G. Stoner aus Urethan induzierten 

Lungenadenomen von Mäusen gewonnen (Stoner et al., 1975). 
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2.2.2 Zellkulturmedien 

 

MH-S Medium : 

Dulbecco’s Medium RPMI 1640    Gibco GmbH, Eggenstein 

 

MLE-12 Medium:   

Dulbecco’s Medium Ham’s F12 50:50   Gibco GmbH, Eggenstein 

 

LA-4 Medium : 

Dulbecco’s F12K Nutrient Mixture   Gibco GmbH, Eggenstein 

(Kaighn’s Modification)   

 

 

Die verwendeten Grundmedien enthielten anorganische Salze, Aminosäuren, 

Vitamine, Glucose und den Farbindikator Phenolrot, der Veränderungen des 

pH-Wertes mittels Farbumschlag anzeigte. Bei steigendem pH-Wert kommt es 

zu einer rot-violett Färbung, ein Absinken des pH-Wertes in den sauren Bereich 

(z.B. bei hoher Stoffwechselaktivität der Zellen und somit hohem CO2-Gehalt) 

wird durch einen Umschlag ins Gelbe angezeigt. 

Für ein optimales Gedeihen der Zellen in vitro, mussten den Grundmedien 

einige Substanzen zugefügt werden: 

 

 

MLE-12 Medium: 

500 ml Dulbecco’s Medium Ham’s F12 50:50 wurde supplementiert mit: 

 

- 2 % (10 ml) hitzeinaktiviertem fetalem Kälberserum 

- 1 % (5ml) Antibiotikum/Antimykotikum Lösung 

- 0,005 mg/ml Insulin 

- 0,01 mg/ml holo-Tranferrin 

- 30 nM Natriumselenit 

- 10 nM Hydrocortison 
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- 10 nM Beta-Estradiol 

 

LA-4 Medium 

Zu 500 ml Dulbecco’s F12K Nutrient Mixture wurden folgende Zusätze 

zugegeben: 

 

- 20 % (100ml) hitzeinaktiviertes fetales Kälberserum (FCS) 

- 1 % (5 ml) Antibiotikum/Antimykotikum Lösung 

 

MH-S Medium  

Zu 500 ml RPMI 1640 Medium werden zugegeben: 

 

- 2 mM L-Glutamin 

 - 0,75 g Natriumbicarbonat 

- 2,25 g Glucose 

- 10 mM HEPES  

- 1,0 mM Natriumpyruvat  

- 0.05 mM 2-Mercaptoethanol 90% 

- 10% (50ml) hitzeinaktiviertes fetales Kälberserum (FCS) 

- 1% (5ml) Antibiotikum/Antimykotikum Lösung 

 

Die Zellkulturmedien wurden bis zur Verwendung im Kühlschrank bei 4°C unter 

sterilen Bedingungen gelagert. 

 

 

2.2.3 Zellkulturmethoden und –bedingungen 

 

Allgemeines 

Die 3 unterschiedlichen Zellkulturen wurden im Brutschrank bei für die Zellen 

optimalen 37°C, 5% CO2 Atmosphäre und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit 

kultiviert. Alle im Folgenden beschriebenen Arbeiten im Umgang mit den Zellen 
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wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt, um eine Kontamination der 

Zellen mit Mikroorganismen zu vermeiden. Alle Arbeitsschritte wurden unter 

einer sterilen Werkbank durchgeführt und es wurden ausschließlich sterile bzw. 

sterilisierte Materialien verwendet. Desweiteren wurden alle Arbeiten mit 

desinfizierten Latexhandschuhen durchgeführt um den Kontakt des 

Laborpersonals mit kontaminierten Materialien oder Chemikalien zu vermeiden. 

 

Auftauen der Zellen 

Die bei -70°C tiefgefrorenen Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C schnell 

aufgetaut und ca. 1 min geschwenkt. Danach wurde die Zellsuspension in 20 ml 

vorgewärmtes Medium pipettiert und das Röhrchen für 10 min bei 

Raumtemperatur und 800 Umdrehungen / min zentrifugiert. Im Anschluss daran 

wurde der Überstand abgenommen und das Zellpellet in frischem Kulturmedium 

in eine neue Kulturflasche überführt. 

Da das Einfriermedium der Zellen zusätzlich zu 95% Kulturmedium 5 % DMSO 

als Kryopräservativ enthielt, musste um den Zelltod durch Eiskristallbildung und 

Zerstörung der Zellmembran zu vermeiden relativ zeitnah nach der Aussaat der 

Zellen ein erneuter Mediumwechsel erfolgen. 

 

Subkultivierung der Zellen 

Bei Konfluenz der Zellen, d.h. bei vollständiger Besiedlung (Monolayer) des 

Kulturflaschenbodens (längeres Wachstum führt zur Kontaktinhibition der 

Zellen) etwa alle 2-3 Tage wurde das verbrauchte Kulturmedium vorsichtig 

abpipettiert und die Zellen mit 15 ml PBS(-) gewaschen. PBS(-) sorgte dabei 

durch das fehlende Calcium und Magnesium für ein Herabsetzen der 

Zelladhärenz am Flaschenboden. 

. 

Durch die Zugabe von 5 ml Accutase pro 75 cm² Kulturflasche und Inkubation 

im Brutschrank für ca. 4-5 min kam es zur enzymatischen Ablösung der Zellen 

vom Flaschenboden. Nicht abgelöste Zellen wurden vorsichtig mit dem 

Zellschaber vom Boden gelöst. Nach Zugabe von 7 ml frischem Medium zum 
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Accutase-Zell-Gemisch wurden die gelösten Zellen im Verhältnis ¼ auf neue 

Kulturflaschen mit ca. 20 ml Kulturmedium aufgeteilt und weiter kultiviert. 

 

Mykoplasmentest 

Um eine Kontamination der Zellen mit Mykoplasmen auszuschließen, die oft 

gegen die zum Kulturmedium zugegebenen Antibiotika resistent sind, wurden 

die Zellkulturen regelmäßig mittels DAPI (4’,6 Diamidino-2-Phenylindole)-

Fluoreszenz-Färbung untersucht. Dazu wurden die Zellen mit PBS – 

gewaschen, für 5 min bei Raumtemperatur mit 80 % Aceton fixiert und 

anschließend mit DAPI (1:20 000 in PBS (–) verdünnt) angefärbt. 

DAPI bindet selektiv an Adenin/Thymin reiche Desoxyribonukleinsäure. Durch 

Bildung fluoreszierender DNS-DAPI-Komplexe hoher Spezifität lassen sich 

Mykoplasmen bei der fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung 

(Absorptionsmaximum 340 nm, Emissionsmaximum 488 nm) zuverlässig 

nachweisen. Bei Mykoplasmen negativen Zellen fluoreszieren ausschließlich 

die Zellkerne der kultivierten Epithelzellen in leuchtendem grünblau, 

Mykoplasmenbefall hingegen zeigt sich durch Anfärbung des Zytoplasmas. 

 

Zellzahlbestimmung 

Die Zellzahl pro Kulturflasche wurde mit der Neubauer-Zählkammer bestimmt. 

Dazu wurden die Zellen mit Accutase vom Flaschenboden gelöst und gut 

suspendiert. 50 µl dieser Zellsuspension wurden mit 50 µl Trypanblau gemischt. 

Bei Trypanblau handelt es sich um einen sauren Farbstoff, dessen Anion an 

Zellproteine bindet. Trypanblau kann bei toten Zellen durch die Zellwand in das 

Zellinnere eindringen und färbt es dunkelblau an. Lebende Zellen hingegen 

erscheinen hell.  

Die Zellsuspension / Trypanblau-Mischung wurde mittels einer Pipette am 

Deckgläschenrand auf die Zählkammer aufgesetzt und durch Kapillarkräfte in 

den Zwischenraum zwischen Deckglas und Kammer gesaugt. Im Anschluss 

wurden die Zellen in den 4 Eckquadraten (à 16 Quadrate) der Zählkammer 

ausgezählt die zusammen ein Volumen von 0,4 µl haben. Um die Zellzahl pro 

ml zu erhalten musste folgende Berechnung durchgeführt werden. 
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(Zellzahl in den 4 Eckquadraten) / 4 x10x Verdünnungsfaktor x 10³ = Zellzahl/ml 

Bsp.:  Zellzahl in den 4 Eckquadraten = 120 

  120/4 x 10 x 2 x 10³ = 6x105 Zellen/ml  

 

2.3 Zellstimulation 

2.3.1 Stimulation der MLE-12 und LA-4 Zellen mit mIL-1ß 

       

Stimulationszeiten 

Für die Versuche mit MLE-12 und LA-4 Zellen wurden folgende 

Probenzeitpunkte ausgewählt: 

 

Kontrolle (ohne IL-1ß), 15 min, 30 min, 1 Stunde, 6 Stunden 

 

Interleuki-1ß-Konzentration: 

Zur Stimulation der kultivierten Zellen wurde eine Konzentration an IL-1ß von 

2ng/ml verwendet 

 

Vorgehen 

Bei etwa 90 %-iger Konfluenz der Zellen wurde das FCS haltige Kulturmedium 

unter sterilen Bedingungen vorsichtig abpipettiert, die Zellen mit 15 ml PBS (+) 

gewaschen und anschließend mit FCS freiem Kulturmedium (0% Medium) 

versetzt. 

Nach 24 Stunden in 0% Medium wurde mit der Stimulation der Zellen 

begonnen. Um die gewünschte Zytokinkonzentration von 2 ng/ml zu erreichen 

wurde die Stock-Lösung von IL-1ß wie folgt verdünnt: 

 

1 µl Interleukin Stocklösung + 9 µl H2O  

 

Im sich ergebenden Volumen von 10 µl befanden sich 100 ng IL-1ß. 
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Da die Zellen während der Stimulation mit 10 ml Medium bedeckt wurden, 

mussten 10 x 2 ng = 20 ng, entsprechend also 2 µl der verdünnten Lösung 

zugegeben werden.  

2.3.2 Infektion der MLE-12 Zellen mit Respiratory Syncytial Virus 

(RSV) und UV-inaktiviertem Respiratory Syncytial Virus (UV-RSV) 

 

Benötigte Virusmenge 

Ziel bei der Berechnung der Infektionsdosis war das Erreichen einer „Plaque 

forming unit“ (PFU) pro Zelle (entspricht MOI 1). 

Unter PFU versteht man die Menge an Virus, die in der Lage ist im Zellrasen 

einen einzelnen Plaque zu bilden. 

Die Viruskonzentration in den bei -70°C gelagerten RSV-Stocklösungen betrug 

in unserem Fall 1,15 x 106 PFU/µl. 

Zur Berechnung des benötigten Stock-Lösung Volumens  musste die pro 

Zellkulturflasche bestimmte Anzahl an Zellen durch die Viruskonzentration 

geteilt werden. 

 

Bsp.: 4,6 x 106 Zellen/Flasche  ergab ein benötigtes Virusvolumen von 4 µl 

 

Infektionszeiten 

1 Stunde, 6 Stunden, 12 Stunde, 24 Stunden 

 

UV-Inaktivierung des Respiratory Syncytial Virus 

Die bei -70 °C tiefgefrorenen Viren wurden auf Eis für 10 min unter der sterilen 

Werkbank mit einer UV-Lampe im Abstand von etwa 6-8 cm bestrahlt. Diese 

Bestrahlung führte zu einer Inaktivierung, d.h. zu einem Verlust der 

Replikationsfähigkeit der RS-Viren. 

 

Infektionsvorgang 

Vor Beginn der Infektion bei etwa 90 %-iger Konfluenz der Zellen wurden 2-3 

Flaschen an zusätzlich herangezogenen MLE-12 Zellen ausgezählt um eine 
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möglichst genau Berechnung der notwendigen Virusmenge durchführen zu 

können. 

Alle für die Infektion benötigen Flaschen wurden 8 Stunden vor Infektionsbeginn 

mit 10 ml 0% Medium versetzt.  

Alle Arbeitsschritte mit RSV sowie UV-RSV wurden auf Eis durchgeführt. 

Das 0% Medium wurde vorsichtig abgegossen. Zu 1 ml FCS-freiem Medium 

(FCS haltiges Medium kann zu einer Bindung des Virus und somit zur 

Inaktivierung führen) wurde auf Eis die berechnete Menge an RSV (bzw. UV-

RSV) zugegeben und anschließend in die Kulturflasche pipettiert. 

Nach vorsichtigem Schwenken der Flasche, um ein Bedecken aller Zellen mit 

virushaltigem Medium  zu gewährleisten wurde die Flasche für 1 Stunde im 

Brutschrank inkubiert und dabei alle 15-20 min erneut geschwenkt. Nach Ablauf 

einer Stunde wurden weitere 4 ml 0% Medium (Gesamtvolumen: 5 ml) 

zugegeben und die Flaschen für die verbleibende Zeit zurück in den 

Brutschrank gestellt. 

 

 

2.3.3 Inkubation von MLE-12 Zellen mit p38 MAP Kinase Inhibitor 

(SB 203580) und anschließende Infektion mit RSV 

 

Bei nahezu vollständiger Konfluenz der MLE-12 Zellen wurden diese für 8 

Stunden mit FCS-freiem Medium versetzt und über die gesamte Zeit im 

Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der 8-stündigen Inkubation wurde das 

Medium abgegossen und die Zellen für 1 Stunde mit p38 MAP Kinase Inhibitor 

(SB 203580) inkubiert. 

Die Zellen wurden dabei mit unterschiedlichen Konzentrationen des Inhibitors 

versetzt, was eine vorherige Verdünnung der 1mM Inhibitor-Ausgangslösung 

nach folgendem Schema erforderlich machte: 
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Ausgangslösung (µl) FCS freies Medium (µl) Endkonzentration Inhibitor 

10 990 10 µM 

50 950 50 µM 

 

 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die MLE-12 Zellen äquivalent zu 

Versuch 2.3.2 für eine weitere Stunde mit RS-Virus infiziert und danach sowohl 

der Überstand als auch die  Zellen gewonnen und bei -20°C eingefroren. 

 

2.3.4 Kultivierung von MLE-12 Zellen mit den Überständen RSV 

infizierter MH-S Zellen mit und ohne Anti-Maus IL-1ß Antikörper 

 

Infektionsvorgang der MH-S Zellen (Makrophagen) 

Vergleichbar der Infektion von MLE-12 Zellen wurden MHS-Zellen nach 8-

stündiger Inkubation in FCS freiem Medium für 24 Stunden mit RS-Virus  

(MOI 1) infiziert  und nach Ablauf der Infektionszeit der Überstand unter sterilen 

Bedingungen gewonnen und in 15 ml Röhrchen abgefüllt.  

Um einer Veränderung der Zytokin- und Chemokinkonzentration im Überstand  

entgegen zu wirken wurden die gewonnenen Proben sofort bei -20°C 

tiefgefroren. 

 

 

 

 

Befreiung der MH-S Überstände von festen Bestandteilen und 

replikationsfähigem Virus 

 

Nach dem Ende der Infektion enthielten die gewonnenen Überstände noch 

feste Zellbestandteile (z.B. abgestorbene oder nicht adhärente Zellen) und 

replikationsfähigen RS-Virus. Zur Entfernung von Zellmaterial wurden die 
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Überstände  bei 0°C für 5 min bei 1000 U/min zentrifugiert und im Anschluss 

der zellfreie Überstand unter sterilen Bedingungen abpipettiert und in neue 

Probenröhrchen transferiert.  

Zur Inaktivierung der noch replikationsfähigen RS-Viren im Überstand wurden 

die Proben nach Zentrifugation in sterile Petrischalen pipettiert und für 10 min 

mit UV-Licht bestrahlt. Auch hier erfolgten entsprechend den vorherigen 

Versuchen mit RSV alle Schritte auf Eis. 

 

 

Inkubation der MLE-12 Zellen (Epithelzellen) mit behandeltem Überstand 

  

Vor Beginn der Inkubation wurden mittels ELISA die Konzentration an mIL-1ß 

im Überstand der RSV infizierten MH-S Zellen bestimmt um die benötigte 

Menge an Anti-mouse IL1ß-Antikörper zur Neutralisation berechnen zu können. 

 

Die durchschnittliche Konzentration an mIL-1ß im Überstand lag bei 81 pg/ml 

(Mittelwert aus 3 unabhängigen Versuchen). Die Maximalkonzentration von IL-

1ß lag bei 100 pg/ml. 

 

Berechnung der benötigten Antikörpermenge: 

Die Konzentration der Antikörper-Stocklösung betrug 100 ng/µl. 

0,015 µg/ml Antikörper neutralisieren 50 pg mIL-1ß 

 

Da jede Zellkulturflasche mit 3 ml Überstand inkubiert wurde, gingen wir von 

einer maximalen Konzentration an mIL-1ß von 300 pg in diesem Volumen aus, 

die durch 0,09 µg Anti-mouse IL-1ß Antikörper (gerundet 0,1 µg) neutralisiert 

werden können. Daraus ergab sich, dass pro 3 ml Überstand 1µl Antikörper 

zugesetzt werden musste. Die Überstände wurden für 1 Stunde im Kühlraum 

bei 4°C gedreht um die bestmögliche Neutralisierung von mIL1ß zu 

gewährleisten. 

 



Material und Methoden 

44 

 

Die MLE-12 Zellen wurden im Anschluss für 15 min mit den Überständen im 

Brutschrank inkubiert.  

Neben den Überständen von RSV infizierten MH-S Zellen  mit Anti-mouse IL-1ß 

Antikörper wurden zusätzlich Überstände ohne Antikörper sowie 

Kontrollüberstände (24 –stündige Inkubation von MH-S Zellen ohne RSV 

Infektion) verwendet. 

 

2.4 Gesamtproteingewinnung und Gewinnung der 

Zellüberstände für die ELISAS 

Anleitung 

 

Nach Beendigung der Stimulation wurden die Zellkulturflaschen aus dem 

Brutschrank entnommen und sofort aus Eis gestellt um ein Voranschreiten der 

Stimulation bzw. Infektion zu vermeiden. Die Überstände der Flaschen (für die 

ELISA Versuche) wurden in auf Eis vorbereitete 15 ml Falcon Röhrchen 

abgekippt, anschließend auf 1,5 ml Reaktionsgefäße verteilt und bei -20 °C 

tiefgefroren. In die vom Überstand befreiten Kulturflaschen wurde je 1 ml RIPA-

Puffer (inklusive Proteaseinhibitoren) pipettiert. Mittels Zellschaber wurden die 

adhärenten Zellen vollständig abgelöst und das RIPA-Puffer/Zell-Gemisch in 

auf Eis vorbereitete 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt.  

Die alliquotierten Proben wurden für 20 min bei 4°C im Kühlraum gedreht und 

anschließend für 15 min bei 4°C und 13 000 Umdrehungen/min zentrifugiert, 

um ein Absetzen der festen Zellbestandteile zu ermöglichen. Nach Abschluss 

der Zentrifuguation wurden die Überstände in 500 µl Reaktionsgefäße pipettiert 

und bei -20°C tiefgefroren. 
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Bestimmung der Proteinkonzentration mittels photometrischer 

Messung 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen der einzelnen Versuchsproben 

wurde zunächst eine Standardmesskurve mit bovinem Serumalbumin (BSA) 

hergestellt. Dabei wurden 6 Küvetten mit jeweils 800 µl Aqua dest und 200 µl 

Protein Assay befüllt. Nach Zugabe von 0 – 5 µl BSA der Konzentration 1µg/µl 

wurde die Standardkurve mittels photometrischer Bestimmung bei 540 nm nach 

der Bradford-Methode ausgemessen. 

 

Pro Probe wurden anschließend 2 Küvetten mit 800 µl Aqua dest. und 200 µl 

Protein Assay vorbereitet und je 1 µl der zu messenden Proben  zugegeben. 

Durch die Doppelbestimmung der Proben konnten Messfehler reduziert werden. 

 

2.5 Western Blot 

2.5.1 Elektrophorese 

Herstellung der Elektrophorese-Gele 

 

Trenngel 10 % (Menge für 2 Gele): 

 

6,65 ml Acrylamid 

5,4   ml Puffer für Trenngel 

7,95 ml Aqua dest.      

100  µl Ammoniumpersulfat (0,1g/ml) 

40    µl TEMED 

 

Nach Zugabe von APS und TEMED kommt es zur Polymerisation des Gels. Die 

Lösung wurde bis ca. 1,5 cm unterhalb der Oberkante in die Gelkassette 

eingefüllt und vorsichtig mit Wasser überdeckt um ein Austrocknen des Gels zu 
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verhindern. Die Polymerisationszeit betrug ca. eine Stunde bei 

Raumtemperatur. 

 

Sammelgel 5 % (Menge für 2 Gele): 

 

1,0   ml Acrylamid 

1,52 ml Puffer für Sammelgel 

3,48 ml Aqua dest. 

24    µl Ammoniumpersulfat (0,1g/ml) 

8      µl TEMED 

 

Nach Beendigung der Polymerisation des Trenngels wurde das 

übergeschichtete Wasser vorsichtig abgekippt und das Sammelgel in die 

Kammer hinein pipettiert. Im Anschluss daran wurde der Gelkamm in das noch 

flüssige Sammelgel eingefügt, wodurch die zum Befüllen notwendigen 

Geltaschen entstanden. Die Polymerisationszeit betrug auch hier etwa 1 

Stunde. 

 

Prinzip der Proteinauftrennung 

 

SDS (Natriumdodecylsulfat) ist ein Detergens, das sich an Proteine anlagert 

und diese denaturiert. Die resultierenden Komplexe erhalten durch die 

Sulfatgruppen eine gleichmäßig verteilte negative Ladung. Die 

Laufgeschwindigkeit der Proteine im Gel ist nun nur noch von der relativen 

Molekülmasse abhängig.  

Um eine schärfere Bandentrennung zu erreichen wird über das Trenngel ein 

Sammelgel gegossen. Die Matrix im Sammelgel besitzt größere Poren und 

einen anderen pH-Wert als das Trenngel. Darin wandern die Proteine schnell 

und ohne eine Auftrennung als scharfe Bande in einem Gebiet hoher 

Feldstärke. Mit Erreichen der Grenzfläche zum Trenngel wird ihre 

Geschwindigkeit drastisch, und nun abhängig von der Größe, verringert. Große 

Proteine wandern wenig, kleine dagegen weit im Trenngel nach unten. 
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 Vorbereitung der Proben für Elektrophorese 

 

Alle Schritte wurden auf Eis durchgeführt. 

Von allen Proben, bei denen p38 und phosphoryliertes p38 bestimmt werden 

sollte, wurde das Volumen für 20 µg Protein berechnet und in 0,5 ml 

Reaktionsgefäße pipettiert und die verschiedenen Volumina mit eiskaltem 

RIPA-Puffer auf das gleiche End-Volumen gebracht. 

Zu jeder Probe wurde zusätzlich die Hälfte des Probenvolumens (incl. RIPA-

Puffer) an 3x Proben Puffer + DTT (Verhältnis 6:1) zugegeben, die Proben gut 

gemischt und bei 100°C für 3 min im Wasserbad gekocht. Im Anschluss daran 

erfolgte die vorsichtige  Beladung des Elektrophoresegels mit den äquimolaren 

Probenmengen sowie dem Proteinstandard RPN 800. Die Auftrennung  der 

Proteine erfolgte für 80 min bei einer konstanten Spannung von 150 V in - mit 

vorher auf etwa 4°C gekühlten -  Running-Buffer (100ml 10x Tris Glycine/SDS 

Puffer + 900 ml Aqua dest.) 

 

Die Vorbereitung der Proben für die Bestimmung der p38 MAP Kinase Aktivität 

erfolgte streng nach beigefügter Anleitung des Komplett-Kits 

 

 

2.5.2 Transfer der Proteine vom Gel auf PVDF Membran 

Nach vollständiger Elektrophorese wurde das Gel vorsichtig aus den 

Gelkassetten entnommen und auf die bereits für 3 min in Methanol getränkte 

und anschließend in Transfer-Buffer getauchte Membran gelegt.  

Dieser Schritt erfolgte besonders vorsichtig um ein Knicken der PVDF Membran 

(Membran auf Teflonbasis) zu verhindern. Knicke würden bei der 

Immundetektion eventuell zu Farbeinschlüssen führen und ein Auswerten der 

Proteinbanden sehr erschweren. 

Das Gel und die PVDF Membran wurden nach folgendem Schema in die 

Transfer-Kammer eingebracht: 
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Abbildung 7: Schema zur Befüllung der Transfer-Kammer 

 

Die Befüllung der Transferkammer erfolgte mit ca. 2 Litern eiskaltem Transfer-

Buffer. Darüber hinaus wurde die Transferkammer zusätzlich in eine Wanne mit 

Eis gestellt um ein starkes Erhitzen während des Transfers zu verhindern. 

Die Übertragung der Proteine erfolgte bei einer konstanten Spannung von 100 

V für 85 min 

 

2.5.3 Immundetektion 

Nach erfolgreichem Transfer der Proteine vom Elektrophoresegel auf die 

PVDF-Membran wurde diese für 30 min unter stetigem schwenken in 1x TBS / 

0,1% Tween-20 / 5% Trockenmilchpulver (TBST) geblockt. Die unspezifischen 

Milchproteine binden an die PVDF-Membran und verhindern so ein 

unspezifisches Binden des zur Detektion verwendeten Antikörpers. Nach 

diesem Blockschritt wurden die Membranen 3 malig für 5 min in 1x TBS / 0,1% 

Tween-20 gewaschen. 

 

Bestimmung von p-p38 und p38 

 

Die Verdünnung der benötigten Erstantikörper erfolgte (bis auf die Versuche zur 

Bestimmung der p38 MAP Kinase Aktivität; hier Durchführung laut 

Herstellerangaben) mit TBST in folgendem Verhältnis: 

 

Anode 

PVDF-Membran 

Gel 

Kathode 

Filterpapier 

Filterpapier 
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p-p38 (Tyr 182) polyclonal rabbit IgG Antikörper 1:   500 in TBST 

p-38 monoclonal mouse IgG Antikörper 1: 1000 in TBST 

Goat F(ab)2 Anti-Mouse Antikörper 1: 20000 in TBST 

Goat F(ab)2 Anti-Rabbit Antikörper 1: 15000 in TBST 

 

 

Die Inkubation der Membranen im Erstantikörper erfolgte in Plastiktüten 

eingeschweißt (um ein Austrocknen durch Verdunstung zu vermeiden) über 

Nacht bei 4°C auf der Wippe im Kühlraum. 

 

 

Im Anschluss an diesen Schritt wurden die Membranen 3 x für 5 min TBST 

gewaschen um nicht gebundenen Antikörper zu entfernen. Die Inkubation im 

mit alkalischer Phosphatase markierten Zweitantikörper fand für 1 Stunde bei 

Raumtemperatur statt. 

Auch nach der Inkubation im 2. Antikörper erfolgten 3 Waschschritte in TBST.  

Zur Vorbereitung auf den letzten Schritt – die Detektion – wurden die 

Membranen nach den Waschschritten für 10 min in Detektionspuffer eingelegt. 

 

Bestimmung der p38 MAP Kinase Aktivität 

 

Hier wurde ein Komplett-Kit der Firma CellSignaling verwendet und alle 

Versuchsschritte genau nach Anleitung des Herstellers durchgeführt.  

Dabei wurde von jeder Probe 200 µg mit Immobilized Phospho-p38 MAP 

Kinase (Thr180/Tyr182) Monoclonal Antikörper versetzt und über Nacht bei 4°C 

unter stetigem Drehen inkubiert. Am darauf folgenden Tag erfolgte die Zugabe 

von ATF-2 Fusion Protein, ATP sowie Kinase Buffer zu den immunpräzipitierten 

Pellets. Durch die aktivierte p38 MAP Kinase kommt es zur Phosphorylierung 

des  ATF-2 Fusion Proteins am Thr71- Ende. 
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Abbildung 8: Phosphorylierung von ATF-2 Fusion Protein durch die p38 MAP Kinase (Schaubild 

aus Datenblatt p38 MAP Kinase Assay Kit, CellSignaling) 

 

 

 

Zum Nachweis der p38 Kinase Aktivität dient in unseren Versuchen  die 

Phosphorylierung von  ATF-2.  

 

Nachweis der gebundenen Antikörper  

 

Der Nachweis der mit alkalischer Phosphatase konjugierten Antikörper - und 

somit der Nachweis der vorhandenen Proteinbanden – erfolgte mittels 

enzymatischer Farbumsetzung. Dazu wurde zu 10 ml Detektionspuffer 50 µl 

NBT sowie 38 µl BCIP zugegeben und die Lösung vorsichtig gemischt.  

Die Membranen wurden in Plastikbeutel eingeschweißt und mit ca. 10 ml 

Detektionspuffer versetzt. Als nächster Schritt folgte eine lichtgeschützte 

Inkubation auf der Wippe für 15-120 min (abhängig vom verwendeten 

Erstantikörper).  

Nach Abschluss der Färbung wurden die Membranen 3x für 5 min in Aqua dest. 

gewaschen und nachfolgend zwischen Filterpapier getrocknet. 

Die Auswertung der Proteinmembranen erfolgte mittels AIDA Image Analyzer. 

Neben der Bestimmung der Bandendichte zum direkten Rückschluss auf die 

Menge an vorhandenem Protein wurden zusätzlich die Molekülmassen der 

einzelnen Proteine bestimmt 
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2.6. Bestimmung der Chemokin- und Zytokinkonzentrationen 

im Überstand mittels ELISA (Enzym linked  immunosorbent 

assay) 

Die  Zytokin- und Chemokinkonzentrationen (mTNF-alpha, mIL-1ß, mMIP-

1alpha, mMCP 5, mMIP-1ß, mInterleukin 6, mKC, mMIP-2, mIL-10) im 

Überstand der infizierten bzw. stimulierten Zellen wurde mittels Sandwich-Elisa 

bestimmt.  

Hierbei wird ein für das zu bestimmende Antigen (Chemokin / Zytokin) 

spezifischer Antikörper an ein feste Phase adsorbiert. Wird die Probe 

zugegeben, so bindet das Antigen an den Antikörper. Als nächster Schritt 

erfolgt die Zugabe eines ebenfalls Antigen-spezifische, biotinylierten  

Zweitantikörpers, der an eine andere antigene Determinante bindet. Nach 

Zugabe von HRP-konjugiertem Streptavidin sowie Substratlösung bestehend 

aus äquivalenten Volumina von H2O2 und Tetramethylbenzidin kommt es zum 

Farbumschlag der Proben nach blau.  

Zum Abstoppen der Reaktion wurden die Proben mit Stoplösung versetzt und 

danach die Antigenmenge photometrisch bei 450 nm  quantifiziert.  

 

 

2.6. Statistik 

 

Die statistische Auswertung aller Daten erfolgte mittels SIGMA PLOT 2000. 

Bei den graphisch dargestellten Werten handelt es ich – soweit nicht 

ausdrücklich angegeben – um Mittelwerte (MEAN) und die zugehörigen  

Standardfehler (Standard Error of the Mean = SEM) aus 3 voneinander 

unabhängigen Versuchen. 

Die statistische Auswertung erfolgte mittels Student-t-Test. Als Signifikanz 

(Irrtums-) Niveau wurde 0,05 bzw. 0,01 gewählt.  

Ergebnisse mit  p-Werten < 0,05 (<0,01) gelten somit statistisch als signifikant.
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3. Ergebnisse  

3.1  Infektion von MLE-12 Zellen mit RSV und UV-inaktiviertem 

RSV  

Neben der im Anschluss dargestellten indirekten Wirkung von RSV durch 

Freisetzung unterschiedlichster Mediatoren durch Alveolarmakrophagen und 

deren Einwirken auf Epithelzellen sind RS-Viren natürlich auch in der Lage, 

Epithelzellen direkt zu infizieren. Dabei sind sowohl vitale als auch nicht 

replikationsfähige Viren fähig, an die Oberflächenrezeptoren der Epithelzellen 

zu binden und intrazelluläre Signalkaskaden in Gang zu setzen. Da sich in den 

Überständen der RSV-infizierten Alveolarmakrophagen neben Mediatoren wie 

IL-1ß auch UV-inaktivierte Viren vorhanden waren wurde im folgende sowohl 

die Wirkung einer direkten Infektion mit RSV als auch mit inaktiviertem, d.h. 

nicht mehr replikationsfähigem Virus auf die Aktivierung der p38 MAP Kinase 

untersucht 
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3.1.1 Expression von pp38 sowie Aktivierung der p38 MAP Kinase 

nach RSV-Infektion  

Die Infektion von MLE-12 Zellen führte zu keinem der untersuchten Zeitpunkte 

zu einer signifikanten Erhöhung der pp38 Expression.  
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Abbildung 9: p38 und pp38 Expression nach RSV Infektion 

 

Murine Lungenepithelzellen (MLE-12) wurden mit RSV (MOI1) infiziert oder 

entsprechend behandelt (Kontrolle). Zu verschiedenen Zeitpunkten nach 

Infektion wurde die Expression von pp38 mittels Western Blot erfasst.  

 



Ergebnisse 

54 

 

A: Optische Dichte (Mittelwert und SEM) der spezifischen Banden mit 

entsprechendem Molekulargewicht aus n=3 voneinander unabhängigen 

Versuchen für pp38 sowie p38 

 

B: Exemplarisches Beispiel eines Western Blot für pp38 zu den gegebenen 

Zeitpunkten 

* p<0,05  ** p<0.01 
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Durch die Infektion von MLE-12 Zellen mit RSV kam es nach einer Stunde und 

nach 24 Stunden zu einem nicht signifikanten, zweigipfligen Anstieg der  p38 

MAP Kinase. Zu den weiterhin untersuchten Zeitpunkten nach 6 und 12 

Stunden konnte keine Aktivierung nachgewiesen werden. 

 

         A 

 

 

               B 
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Abbildung 10: p38 MAP Kinase Aktivierung nach RSV-Infektion 

Murine Lungenepithelzellen wurden mit RSV (MOI1) infiziert. Zur Bestimmung 

der p38 MAP Kinase Aktivität wurde das Gesamtprotein der Zellen 

herangezogen und dem immunpräzipitierten p38 als Substrat ATF-2 Fusion 

Protein hinzugefügt. Der Nachweis des (Thr-71) phosphorylierten ATF-2 

erfolgte durch einen spezifischen anti-phopsho ATF-2 (Thr-71) Antikörper 

mittels Western Blot. 
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A: Optische Dichte (Mittelwert und SEM) der spezifischen Banden mit 

entsprechendem Molekulargewicht aus n=3 voneinander unabhängigen 

Versuchen  

B: Exemplarischer Western Blot für p-ATF-2 (THR-71) zu den gegebenen 

Zeitpunkten 

 

3.1.2 Aktivierung der p38 MAP Kinase und pp38 Expression in MLE-

12 Zellen nach Infektion mit UV-inaktiviertem  RSV 

 

Vergleichbar mit den Ergebnissen nach Infektion mit RSV führte auch die 

Infektion mit UV-inaktivierten Viren zu keinem Zeitpunkt zu einem Anstieg der 

pp38 Expression. 
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Abbildung 11: p38 und pp38 Expression Infektion mit UV-inaktiviertem RSV 

 

 

Murine Lungenepithelzellen (MLE-12) wurden unter gleichen Bedingungen wie 

bei der Infektion mit RSV mit UV-inaktiviertem RSV (MOI1) infiziert oder 

entsprechend behandelt (Kontrolle). Zu verschiedenen Zeitpunkten nach 

Infektion wurde die Expression von pp38 mittels Western Blot erfasst.  

 

A: Optische Dichte (Mittelwert und SEM) der spezifischen Banden mit 

entsprechendem Molekulargewicht aus n=3 voneinander unabhängigen 

Versuchen für pp38 sowie p38 

B: Exemplarisches Beispiel eines Western Blot für pp38 zu den gegebenen 

Zeitpunkten 

 

* p<0,05  ** p<0.01 
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Die Infektion mit nicht replikationsfähigen RS-Viren führte nach einer Stunde 

ebenfalls zu einer deutlichen, jedoch nicht signifikanten Aktivierung der p38 

MAP Kinase. 
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Abbildung 12: p38 MAP Kinase Aktivierung nach Infektion mit UV-inaktiviertem RSV 

 

Murine Lungenepithelzellen wurden mit UV-inaktiviertem RSV (MOI1) infiziert. 

Zur Bestimmung der p38 MAP Kinase Aktivität wurde äquivalent zu Versuch 

3.1.1  das Gesamtprotein der Zellen herangezogen und dem 

immunpräzipitierten p38 als Substrat ATF-2 Fusion Protein hinzugefügt. Der 
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Nachweis des (Thr-71) phosphorylierten ATF-2 erfolgte durch einen 

spezifischen anti-phopsho ATF-2 (Thr-71) Antikörper mittels Western Blot. 

 

A: Optische Dichte (Mittelwert und SEM) der spezifischen Banden mit 

entsprechendem Molekulargewicht aus n=3 voneinander unabhängigen 

Versuchen  

B: Exemplarisches Beispiel eines Western Blot für p-ATF-2 (THR-71) zu den 

gegebenen Zeitpunkten 

 

Sowohl die Infektion mit replikationsfähigen als auch nicht replikationsfähigen 

Viren führt nicht zu einer signifikanten Veränderung der pp38 Expression. 

Bereits die Arbeitsgruppe um Konrad Pazdrak konnte in humanen 

Lungenepithelzellen (A549) nach RSV  Infektion, trotz einer Aktivierung der p38 

MAP Kinase, keine signifikanten Veränderungen der pp38 Expression 

nachweisen87 . 

 

Die Aktivierung der p38 MAP Kinase unterscheidet sich in Abhängigkeit der 

Replikationsfähigkeit der RS-Viren. Während die Infektion mit nicht 

replikationsfähigen Viren nur nach einer Stunde zu einer Aktivierung der p38 

MAP Kinase führte, konnten wir nach Infektion mit replikationsfähigen Viren 

neben einer Aktivierung nach einer Stunde eine geringere Aktivierung nach 24 

Stunden nachweisen.  

 

Um zu untersuchen, ob die Aktivierung der p38 MAP Kinase in der Produktion 

von Entzündungsmediatoren resultiert, wurden im Anschluss die Zellüberstände 

auf bestimmte Chemokine und Zytokine untersucht. 
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3.1.3 Freisetzung unterschiedlicher Mediatoren durch MLE-12 Zellen 

nach RSV und UV-RSV Infektion 

 

MLE-12 Zellen bilden sowohl nach Infektion mit RSV als auch mit nicht-

replikationsfähigen RS-Viren unterschiedliche Mediatoren 

 

Mediatoren Infektion mit RSV Infektion mit UV-RSV 

mTNF-alpha negativ negativ 

mKC positiv positiv 

mMIP-2 negativ negativ  

mIL-1ß negativ  negativ  

mIL-6 positiv positiv 

mMIP-1alpha negativ  negativ  

mMIP-1ß  positiv positiv 

MCP-5 negativ  negativ  

IL-10 negativ  negativ  

 

Abbildung 13: Mediatoren in den Überständen RSV und UV-RSV infizierter MLE-12 Zellen 
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Abbildung 14: Konzentration von mIL-6 nach Infektion mit RSV bzw. UV-RSV  

* p<0,05  ** p<0.01 

 

Sowohl nach Infektion mit RS-Virus als auch mit UV-inaktiviertem RS-Virus 

konnte ein zeitabhängiger und kontinuierlicher Anstieg der mIL-6 Konzentration 

nachgewiesen werden.  

Die Infektion mit UV- inaktiviertem RSV führt nach 6 (p=0,0008), 12  (p=0,023) 

und nach 24 Stunden (p=0,008) zu einer signifikanten Erhöhung der mIL-6 

Konzentration im Zellüberstand. 

Die Infektion mit RSV führt vergleichbar mit der UV-RSV Infektion ebenfalls zu 

einem signifikanten Anstieg der mIL-6 Konzentration nach 6 (p=0,0004), 12 

(p=0,00001) und 24 Stunden (p=0,0012). 

Die Konzentration von mIL-6 24 Stunden nach RSV Infektion war dabei 

signifikant höher als die Konzentration nach UV-RSV Infektion (p=0,0196), 

wohingegen nach 6 und 12 Stunden nach Infektion mit RSV bzw. UV-RSV 

nahezu identische mIL-6 Konzentrationen detektiert werden konnten. 

Vergleichen mit der Aktivierung der p38 MAP Kinase zeigt sich ein Anstieg der 

IL-6 Konzentrationen erst nach Aktivierung der p38 MAP Kinase nach 1 Stunde. 
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Abbildung 15: Konzentration von mMIP-1ß  nach  RSV bzw. UV-RSV Infektion 

* p<0,05  ** p<0.01 

 

Die Infektion von MLE-12 Zellen mit replizierenden RS-Viren (MOI1) führte nach 

24 Stunden zu einer signifikanten Erhöhung (p=0,0035) der mMIP-1ß 

Konzentration im Überstand. Desweiteren waren auch nach 6 und 12 Stunden 

geringe, nicht signifikante mMIP-1ß Konzentrationen nachzuweisen. 

 

Vergleichbar den Ergebnissen nach RSV Infektion führte auch die Infektion der 

Lungenepithelzellen mit UV-inaktiviertem RS-Virus zu einer Produktion von 

mMIP-1ß. Dabei war sowohl nach 12 Stunden (p=0,0012) als auch nach  24 

Stunden (p=0,0066) eine im Vergleich zu den Kontrollproben signifikant erhöhte 

mMIP-1ß Konzentration nachzuweisen. Die Konzentrationen 24 Stunden nach 

RSV und UV-RSV Infektion waren dabei nahezu identisch. Auch hier zeigen  

sich verglichen mit der p38 Aktivierung, Konzentrationsanstiege von mMIP-1ß 

erst nach Aktivierungspeak von p38 nach 1 Stunde. 
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Abbildung 16: Konzentration von mKC nach RSV bzw. UV-RSV Infektion 

* p<0,05  ** p<0.01 

 

Zu allen untersuchten Zeitpunkten nach Infektion der MLE-12 Zellen mit RSV 

sowie UV-RSV ließ sich eine signifikante Erhöhung des Chemokins mKC 

nachweisen. In unseren Versuchen war dabei eine kontinuierliche und 

zeitabhängige Konzentrationserhöhung erkennbar. 

Eine Infektion mit RSV führte dabei nach 1 Stunde (p=0,0007),  

6 Stunden (p=0,02), 12 Stunden (p=0,045) sowie 24 Stunden (p=0,00026) 

 zu signifikant höheren mKC Konzentrationen im Überstand als bei den 

 jeweiligen Kontrollproben. Die Konzentration von mKC im Überstand nach 

 Infektion der Zellen mit UV-RSV zeigte ebenfalls eine signifikante Erhöhung 

 zu den untersuchten Zeitpunkten (1 Stunde (p=0,00006), 6 Stunden 

 (p=0,0102), 12 Stunden (p=0,0006), 24 Stunden (p=0,015). Im Vergleich zu 

 den RSV-infizierten Zellen waren die Konzentrationen nach 6, 12 und 24 

 Stunden deutlich niedriger nach Infektion mit UV-inaktiviertem Virus. 
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3.2  Infektion von MLE-12 Zellen mit RS-Virus nach 

Vorbehandlung mit p38 MAP Kinase Inhibitor 

 

Unsere bisherigen Ergebnisse zeigen nach RSV-Infektion sowohl eine 

Aktivierung der p38 MAP Kinase nach 1 Stunde als auch ein Anstieg 

unterschiedlicher Entzündungsmediatoren wie z.B. mKC mit einer 

Maximalkonzentration 24 Stunden nach Infektion. Unser Ziel war es, die 

Bedeutung der Aktivierung der p38 MAP Kinase bei der Produktion von 

Entzündungsmediatoren zu beleuchten. Deshalb wurden die MLE-12 Zellen vor 

Infektion mit RS-Viren mit SB 203580, einem spezifischen p38 MAP Kinase 

Inhibitor in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert.  Nach der 

anschließenden Infektion mit RSV für eine Stunde erfolgte die Detektion der 

p38 MAP Kinase Aktivität mittels Bestimmung der Phosphorylierung von ATF-2. 

3.2.1 Aktivierung der p38 MAP Kinase nach Vorbehandlung mit SB 

203580 

 

Die Inkubation von MLE-12 Zellen mit p38 MAP Kinase Inhibitor (SB 203580) 

für 1 Stunde vor Infektion mit RS-Virus führte zu keiner signifikanten 

Veränderung der p38 MAP Kinase Aktivität (gemessen wurde (Thr-71) 

phosphoryliertes ATF-2). 
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Abbildung 17: Aktivierung der p38 MAP Kinase nach Inkubation mit SB 203580 Inhibitor 

 

MLE-12 Zellen wurden für 1 Stunde mit unterschiedlichen Konzentrationen von 

P38 MAP Kinase Inhibitor (10mM, 50mM) inkubiert und daraufhin mit RS-Virus 

(1 MOI) für 1 Stunde infiziert. Zur Bestimmung der p38 MAP Kinase Aktivität 

wurde äquivalent zu den vorangegangenen Versuchen das Gesamtprotein der 

Zellen herangezogen und dem immunpräzipitierten p38 als Substrat ATF-2 

Fusion Protein hinzugefügt. Der Nachweis des (Thr-71) phosphorylierten ATF-2 

erfolgte durch einen spezifischen anti-phopsho ATF-2 (Thr-71) Antikörper 

mittels Western Blot. 
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A: Optische Dichte (Mittelwert und SEM) der spezifischen Banden mit 

entsprechendem Molekulargewicht aus n=3 voneinander unabhängigen 

Versuchen  

B: Exemplarisches Beispiel eines Western Blot für p-ATF-2 (THR-71) zu den 

gegebenen Zeitpunkten 

 

3.2.2 Mediatorfreisetzung durch MLE-12 Zellen nach Inkubation mit 

SB 203580 und anschließender RSV-Infektion 

 

Folgende Chemokine und Zytokine mittels Sandwich-ELISA bestimmt: 

 

Mediatoren SB 203580 + RSV-

Infektion 

mTNF-alpha negativ 

mKC positiv 

mMIP-2 negativ 

mIL-1ß negativ 

mIL-6 negativ 

mMIP-1ß negativ 

 

Abbildung 18: Mediatoren im Überstand von MLE-12 Zellen nach SB 203580 Vorbehandlung 

 

Von den oben aufgeführten Mediatoren konnte nach einstündiger RSV Infektion 

und vorheriger Inkubation mit SB 203580 nur mKC nachgewiesen werden. 
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Abbildung 19: Konzentration von mKC im Zellüberstand RSV-infizierter MLE-12 Zellen nach 

vorheriger Inkubation mit p38 MAP Kinase Inhibitor SB 203580 

 

MLE-12 Zellen zeigen nach Inkubation mit P38 MAP Kinase Inhibitor  

(SB 203580) und anschließender Infektion mit RS-Virus eine deutlich 

verminderte Produktion von mKC als bei einer Infektion mit RSV ohne vorherige 

Behandlung mit Inhibitor. Es konnte gezeigt werden, dass bereits eine Inhibitor-

Konzentration von 10mM und eine Inkubation für 1 Stunde zu einem deutlichen 

Abfall der mKC Konzentration auf nahezu die Werte der Kontrollproben führt. 

Dies ließ den Rückschluss zu, dass die p38 MAP Kinase bei der 

Mediatorproduktion nach RSV-Infektion eine wichtige und entscheidende Rolle 

spielt. Auch die Kontrollproben ohne RSV-Infektion zeigen unter Inhibitor-

Inkubation deutlich geringere Konzentrationen (signifikant) von mKC im 

Überstand als die jeweilige Kontrollprobe. 
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Wie bereits mehrfach beschrieben kommt es im Rahmen der RSV Infektion es 

zu einem komplexen Zusammenspiel unterschiedlichster Zelllinien. Dabei 

spielen neben Epithelzellen als Hauptangriffsort von RSV auch Makrophagen 

eine entscheidende Rolle. Bisher konnten bereits einige Arbeitsgruppen die 

Produktion von IL-1ß durch Makrophagen nach RSV Infektion nachweisen 177, 

178. Konform zu diesen Ergebnissen war es auch uns möglich eine IL-1ß 

Freisetzung durch Makrophagen nach RSV-Infektion zu detektieren. Unser Ziel 

war es nun herauszufinden, ob IL-1ß in Abhängigkeit von einer Aktivierung der 

p38 MAP Kinase zur Freisetzung weiterer Mediatoren führt.  

 

Die primäre Voraussetzung, nämlich das Vorhandensein von IL-1 Rezeptoren, 

war sowohl bei LA-4 als auch MLE-12 Zellen gegeben. Wir konnten zu allen 

untersuchten Zeitpunkten IL-1 Rezeptoren nachweisen (Ergebnisse nicht 

graphisch dargestellt). Signifikante Unterschiede bezüglich der Expression 

waren nicht nachweisbar. 

 

Unser Ziel war es herauszufinden, ob IL-1ß, wie bereits in unterschiedlichen 

Zelllinien nachgewiesen, nach Bindung an die Oberflächenrezeptoren von LA-4 

und MLE-12 Zellen zu einer Induktion der p38 MAP Kinase im Zellinneren führt. 

Hierfür erfolgte im ersten Schritt der Nachweis der Expression von pp38 nach 

Stimulation mit IL-1ß. 

 

3.3 Expression von pp38 in den Zelllinien LA-4 und MLE-12 

3.3.1 Expression von pp38 in LA-4 Zellen nach IL-1ß Stimulation 

Die Stimulation von LA-4 Zellen mit 2ng/ml mIL-1ß führt zu einer vermehrten 

Expression von pp38. Nach 15 min (p= 0,023) und 6 Stunden (p= 0,019) 

zeigten sich signifikante erhöhte pp38 Expressionen. Nach 30 min sowie nach 

einer Stunde ließ sich keine signifikant erhöhte pp38 Expression nachweisen. 
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Abbildung 20: Expression von pp38 in LA-4 Zellen nach Stimulation mit mIL-1ß 

 

 

Murine Lungenepithelzellen (LA-4) wurden mit 2 ng/ml mIL-1ßstimuliert oder 

entsprechend behandelt (Kontrolle). Zu verschiedenen  Zeitpunkten nach 

Stimulation wurde die Expression von pp38 mittels Western Blot erfasst.  

A: Optische Dichte (Mittelwert und SEM) der spezifischen Banden mit 

entsprechendem Molekulargewicht aus n=3 voneinander unabhängigen 

Versuchen  
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B: Exemplarisches Beispiel eines Western Blot für pp38 zu den gegebenen 

Zeitpunkten 

 * p<0,05  ** p<0.01 

 

3.3.2 Expression von pp38 MLE-12 Zellen 

Nach Stimulation von MLE-12 Zellen erkennt man  eine tendenzielle, jedoch 

nicht signifikante Erhöhung der pp38 Expression zu allen untersuchten 

Zeitpunkten. 
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Abbildung 21: Expression von pp38 in MLE-12 Zellen nach Stimulation mit mIL-1ß 

Murine Lungenepithelzellen (MLE-12) wurden mit 2 ng/ml mIL-1ßstimuliert oder 

entsprechend behandelt (Kontrolle). Zu verschiedenen  Zeitpunkten nach 

Stimulation wurde die Expression von pp38 mittels Western Blot erfasst.  

A: Optische Dichte (Mittelwert und SEM) der spezifischen Banden mit 

entsprechendem Molekulargewicht aus n=3 voneinander unabhängigen 

Versuchen  

B: Exemplarisches Beispiel eines Western Blot für pp38 zu den gegebenen 

Zeitpunkten  

* p<0,05  ** p<0.01 

 

 Vergleicht man die beiden untersuchten Zelllinien bezüglich ihrer pp38 

Expression nach Stimulation mit mIL-1ß erkennt man bei beiden, dass es durch 

IL-1ß zu einer Erhöhung der intrazellulären pp38 Expression kommt. 
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3.4 Aktivierung der p38 MAP Kinase in den Zelllinien LA-4 und 

MLE-12 

 

Da mit dem alleinigen Nachweis von pp38 keine direkte Aussage über die 

Aktivierung der p38 MAP Kinase möglich ist, bestimmten wir auch hier, 

vergleichbar mit der Versuchsreihe nach RSV-Infektion die katalytische Aktivität 

der p38 MAP Kinase über Detektion der Phosphorylierung von ATF-2 

 

3.4.1 Aktivierung der p38 MAP Kinase Aktivität in LA-4 Zellen 

Die Stimulation von LA-4 Zellen mit mIL-1ß führte nach 6 Stunden zu einer 

deutlichen aber nicht signifikanten (p= 0,068) Erhöhung der p38 MAP Kinase 

Aktivität. 
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Abbildung 22: Aktivierung der p38 MA Kinase in LA-4 Zellen nach IL-1ß Stimulation 

 

LA-4 Zellen  wurden mit 2 ng/ml mIL-1ß stimuliert. Zur Bestimmung der p38 

MAP Kinase Aktivität wurde das Gesamtprotein der Zellen herangezogen und 

dem immunpräzipitierten p38 als Substrat ATF-2 Fusion Protein hinzugefügt. 

Der Nachweis des (Thr-71) phosphorylierten ATF-2 erfolgte durch einen 

spezifischen anti-phopsho ATF-2 (Thr-71) Antikörper mittels Western Blot.  

A: Optische Dichte (Mittelwert und SEM) der spezifischen Banden mit 

entsprechendem Molekulargewicht aus n=3 voneinander unabhängigen 

Versuchen  

B: Exemplarisches Beispiel eines Western Blot für p-ATF-2 (THR-71) zu den 

gegebenen Zeitpunkten 
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3.4.2 Aktivierung der p38 MAP Kinase Aktivität in MLE-12 Zellen 

Die Stimulation von MLE-12 Zellen mit mIL-1ß führte nach 15 min zu einer 

deutlichen (nicht signifikanten) Erhöhung der p38 MAP Kinase Aktivität. Zu den 

weiteren untersuchten Zeitpunkten war eine p38 MAP Kinase Aktivierung nicht 

nachweisbar. 
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Abbildung 23: Aktivierung der p38 MAP Kinase in MLE-12 Zellen nach IL-1ß Stimulation 
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MLE-12 Zellen wurden mit 2 ng/ml mIL-1ß stimuliert. Entsprechend der 

Bestimmung der p38 MAP Kinase Aktivität in LA-4 Zellen, wurde das 

Gesamtprotein der Zellen herangezogen und dem immunpräzipitierten p38 als 

Substrat ATF-2 Fusion Protein hinzugefügt. Der Nachweis des (Thr-71) 

phosphorylierten ATF-2 erfolgte durch einen spezifischen anti-phopsho ATF-2 

(Thr-71) Antikörper mittels Western Blot.  

A: Optische Dichte (Mittelwert und SEM) der spezifischen Banden mit 

entsprechendem Molekulargewicht aus n=3 voneinander unabhängigen 

Versuchen  

B: Exemplarisches Beispiel eines Western Blot für p-ATF-2 (THR-71) zu den 

gegebenen Zeitpunkten 

 

 

 

Im Vergleich der LA-4 und MLE-12 Zellen erkennt man bezüglich der p38 MAP 

Kinase Aktivierung einen deutlichen Unterschied im Aktivierungsmuster. 

Während eine IL-1ß Stimulation in LA-4 Zellen erst nach 6 Stunden zu einer 

Aktivierung der p38 MAP Kinase führte, zeigte sich in MLE-12 Zellen bereits 

nach 15 min eine deutliche Aktivierung der p38 MAP Kinase. 

 

 

3.5 Produktion von Mediatoren durch LA-4 und MLE-12 Zellen 

nach Stimulation mit IL-1ß 

Neben dem  Einfluss einer Stimulation mit IL-1ß auf die p38 MAP Kinase 

kommt es in den untersuchten Zelllinien LA-4 und MLE-12 Zellen zur Induktion 

unterschiedlicher Mediatoren. Diese zeigen zellspezifische Verteilungsmuster. 

Die Zytokin- und Chemokinkonzentrationen wurden mittels Sandwich-ELISA 

bestimmt und die Ergebnisse nachfolgend dargestellt. 
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Mediatoren MLE-12 Zellen LA-4 Zellen 

mKC positiv positiv 

mMIP-1ß (CCL4) positiv negativ 

mMIP-1alpha (CCL3) negativ negativ 

mMIP-2 negativ negativ 

mIL-6 negativ negativ 

mIL-10 negativ negativ 

mMCP-5 (CCL12) negativ negativ 

mTNF-alpha negativ negativ 

 

Abbildung 24: Untersuchte Mediatoren im Überstand mIL-1ß stimulierter LA-4 und MLE-12 Zellen 

3.5.1 mKC Konzentration im Überstand mIL-1ß stimulierter LA-4 und 

MLE-12 Zellen 
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Abbildung 25: Konzentration von mKC im Überstand mIL-1ß stimulierter LA-4 Zellen 
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Abbildung 26: Konzentration von mKC im Überstand mIL-1ß stimulierter MLE-12 Zellen 

 

 

Nach Stimulation von LA-4 und MLE-12 Zellen mit mIL-1ß zeigt sich im 

Überstand beider Zelllinien ein zeitabhängiger Anstieg der Konzentration von 

mKC. Bei den LA-4 Zellen ist ein signifikanter Anstieg der mKC Konzentration – 

bezogen auf die jeweilige Kontrollprobe - erst nach 6 Stunden nachzuweisen 

(p=0,0088) wohingegen im Überstand der MLE-12 Zellen nach 15 min 

(p=0,0000025344), 30 min (p=0,0071381834), 1 Stunde (p=0,0057475231) und 

6 Stunden (p=0,0001931807) signifikant erhöhte mKC Konzentrationen 

nachweisbar waren. Desweiteren zeigten sich  im Vergleich der beiden 6 

Stunden Proben von MLE-12 und LA-4 Zellen höhere Absolutwerte von mKC im 

Überstand der LA-4 Zellen. 
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3.5.2 CCL-4 Konzentration im Überstand mIL-1ß stimulierter    MLE-

12 Zellen 
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Abbildung 27: Konzentration von mKIP-1ß im Überstand mIL-1ß stimulierter MLE-12  Zellen 

 

Die Stimulation von MLE-12 Zellen mit mIL-1ß führte nach 6 Stunden zu einer 

Freisetzung von mMIP-1ß in sehr geringer und im Vergleich zur Kontrollprobe 

nicht signifikanter Konzentration (p=0,12). Ein Nachweis von CCL4 im 

Überstand stimulierter LA-4 Zellen konnte nicht erbracht werden. 

 

 

 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Stimulation von LA-4 und 

MLE-12 Zellen mit mIL-1ß zur Freisetzung unterschiedlicher Mediatoren führt. 
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Von beiden Zelllinien wurde mKC, eines der wichtigsten proinflammatorisch 

wirkenden Chemokine der Maus, produziert. Darüber hinaus gelang im 

Überstand von MLE-12 Zellen der Nachweis von CCL4 nach 6 Stunden.   

Ein Nachweis von CCL3, mMIP-2, mIL-6, mIL-10, CCL12 und mTNF-alpha 

gelang weder bei LA4 noch bei MLE-12 Zellen. 

 

 

3.6 Einfluss von Überständen RSV-infizierter 

Alveolarmakrophagen auf MLE-12 Zellen 

 

Wie bereits erwähnt sind Alveolarmakrophagen nach Infektion mit RSV unter 

anderem in der Lage IL-1ß zu produzieren. Bezüglich seines konkreten 

Einflusses nach RSV Infektion ist  in der Literatur kaum  etwas beschrieben. Um 

den Einfluss von Makrophagen im Rahmen der RSV Infektion zu zeigen wurden 

MH-S Zellen (Alveolarmakrophagen) für 24 Stunden mit Respiratory Syncytial 

Virus (1 viraler Partikel/Zelle = MOI 1) infiziert und die gewonnenen Überstände 

zentrifugiert, um Sie von festen Zellbestandteilen zu befreien. Im Anschluss 

erfolgte die Behandlung der Überstände mit UV-Licht, um noch vorhandene 

vitale Viren zu inaktivieren, d.h. ihnen die Möglichkeit zur Replikation zu 

nehmen.  

Mittels Sandwich-Elisa erfolgte anschließend die Bestimmung der 

Konzentration von mIL-1ß in den vorhandenen Proben und die Neutralisierung 

mittels Anti-IL-1ß Antikörper. Danach erfolgte eine 15 minütige Inkubation von 

MLE-12 Zellen mit diesen Überständen, mit Überständen ohne Anti-IL-1ß 

Antikörper sowie mit den Überständen von nicht mit RSV infizierten MH-S 

Zellen. 

Nach Beendigung der Inkubation erfolgte die Detektion der pp38 Expression 

mittels Western Blot und die Darstellung der optischen Dichte der 

Proteinbanden als Mittelwert von 3 voneinander unabhängigen Versuchen 

sowie die Bestimmung der vorhandenen Mediatoren im Überstand mittels 
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Sandwich-ELISA. Unser Ziel war es hier, den Einfluss von IL-1ß im 

Zellüberstand der infizierten Alveolarmakrophagen auf eine Aktivierung der p38 

MAP Kinase sowie die Freisetzung inflammatorischer Mediatoren zu 

verdeutlichen.  

 

3.6.1 Expression von pp38 durch MLE-12 Zellen im Rahmen der 

Inkubation mit Alveolarmakrophagen-Überständen 
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Abbildung 28: Expression von pp38in MLE-12 Zellen nach Inkubation mit MH-S Überständen 

Durch Inkubation von MLE-12 Zellen mit den Überständen RSV infizierter MH-S 

Zellen kommt es nach 15-minütiger Inkubation zu einer signifikanten Erhöhung 

der pp38 Expression  (p= 0,0493). Die Zugabe des Anti-IL-1ß-Antikörpers führt 

nicht zu einem Abfallen der pp38 Expression.  
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3.6.2 Freisetzung von Mediatoren durch MLE-12 Zellen nach 

Inkubation mit Überständen RSV-infizierter MH-S Zellen 
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Abbildung 29: mIL-1ß Konzentration nach Inkubation mit Überständen RSV-infizierter 

Makrophagen (MH-S Zellen)  

 

Nach Inkubation von MLE-12 Zellen mit den Überständen RSV-infizierter 

Alveolarmakrophagen konnte gezeigt werden,  dass es zu keiner Neubildung 

von IL-1ß nach Inkubation mit den IL-1ß freien Überständen durch MLE-12 

Zellen kommt, d.h. weder die inaktivierten RSV-Viren, noch die darüber hinaus 

im Überstand der MH-S Zellen vorhandenen Mediatoren sind in der Lage, eine 

IL-1ß Produktion zu induzieren. 
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Abbildung 30: mIL-6 Konzentration nach Inkubation mit Überständen RSV-infizierter Makrophagen 

(MH-S Zellen)  

 

Durch Zugabe von Anti-IL1ß Antikörper zum MHS Überstand kommt es zu 

keinem signifikanten Abfall bzw. Anstieg der Konzentration von IL-6. Es lässt 

sich jedoch sowohl in der Probe mit als auch ohne vorherige Neutralisierung 

von mIL-1ß eine signifikant erhöhte mIL-6 Konzentration verglichen mit der 

Kontrollprobe nachweisen (MHS/RSV p=0,0000807; MHS/RSV + AK 

p=0,000103). 
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Abbildung 31: mKC Konzentration nach Inkubation mit Überständen RSV-infizierter Makrophagen 

(MH-S Zellen)  

 

Vergleichbar mit den Ergebnissen für IL-6 führte die Neutralisierung von IL-1ß 

nicht zu einer signifikanten Veränderung der Konzentration von mKC im 

Zellüberstand. Die Konzentrationen von mKC beider Proben waren im Vergleich 

zur Kontrolle – im Gegensatz zur Konzentration von IL-6 - jedoch nicht 

signifikant erhöht. 
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Abbildung 32: CCL4 Konzentration nach Inkubation mit Überständen RSV-infizierter Makrophagen 

(MH-S Zellen)  

 

Nach Inkubation von MLE-12 Zellen mit den Überständen RSV-infizierter 

Makrophagen kommt es zu einem nicht signifikanten Anstieg der mMIP-1ß 

Konzentration. Auch hier führte die Neutralisierung von IL-1ß im Überstand vor 

Inkubation nicht zu einer signifikanten Veränderung der mMIP-1ß Produktion. 
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Abbildung 33: mMIP-2 Konzentration nach Inkubation mit Überständen RSV-infizierter 

Makrophagen (MH-S Zellen)  

 

MIP-2 konnte im Überstand der MLE-12 Zellen signifikant erhöht nachgewiesen 

werden (p=0,0000061728). Eine Neutralisierung von IL-1ß hatte auch hier 

keinen Einfluss auf die Sekretion von mMIP-2. 
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Abbildung 34: mTNF-alpha Konzentration nach Inkubation mit Überständen RSV-infizierter 

Makrophagen (MH-S Zellen)  

 

 

TNF-alpha konnte signifikant erhöht (p=0,0016978) nachgewiesen werden. Die 

Zugabe des Anti-IL-1ß Antikörper führte auch hier zu keiner Veränderung der 

mTNF-alpha Produktion. 

 

 

 

 

 

 

. 
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4. Diskussion 

RSV stellt die häufigste Ursache von Infektionen des unteren 

Respirationstraktes bei Kindern bis zum Ende des ersten Lebensjahres dar. Die 

primären Zielzellen für das Respiratory Syncytial Virus  sind die Epithelzellen 

der Atemwege, genauer gesagt, die Epithelzellen des unteren 

Respirationstraktes. Diese stellen die erste Barriere im Kampf gegen den Virus 

dar. So ist es auch nicht verwunderlich, dass genau sie am meisten von der 

RSV assoziierten Entzündungsreaktion  betroffen sind. Neben den Epithelzellen 

des Respirationstraktes können auch die im Bronchialsystem ansässigen 

Alveolarmakrophagen direkt von RSV infiziert werden. Beide Zellarten sind 

aufgrund der RSV-Infektion in der Lage, eine Reihe unterschiedlicher 

Entzündungsmediatoren freizusetzen. Unter diesen nimmt IL-1ß als 

proinflammatorisches Zytokin eine wichtige Rolle ein. Bisher konnte im 

Tiermodell und in humanen Zellen eine Produktion von IL-1ß nach RSV-

Infektion nachgewiesen werden104, 172-175. Dabei waren es neben 

Lungenepithelzellen v.a. alveoläre Makrophagen, die nach Infektion mit RSV in 

der Lage sind IL-1ß freizusetzen. Durch die Sekretion von IL-1ß sowie anderer 

Entzündungsmediatoren wird die interzelluläre Kommunikation der bei der RSV-

Infektion beteiligten Zellarten erst ermöglicht. 

 

Für die intrazelluläre Reizweiterleitung nach RSV Infektion spielen eine Reihe 

unterschiedlicher Stoffwechselwege eine wichtige Rolle. Bezüglich der p38 

MAP Kinase war es die Arbeitsgruppe um Pazdrak, die in humanen 

Epithelzellen bereits einen direkten Zusammenhang zwischen ihrer Aktivierung 

und der Produktion bestimmter Entzündungsmediatoren wie z.B. RANTES 

87nachweisen konnte 
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4.1 Die Rolle von IL-1ß im Rahmen der RSV Infektion 

 

Bei der Infektion eines Organismus mit Respiratory Syncytial Virus wird 

alveolaren Makrophagen eine wichtige Rolle in der Abwehr der RSV Infektion 

zugeschrieben. Dabei sind RS- Viren in der Lage, direkt auf  alveolare 

Makrophagen  einzuwirken und eine Sekretion unterschiedlichster Mediatoren 

wie z.B. IL-1ß, CCL3, IL-10, TNF-alpha, IL-6, IL-8 u.a hervorzurufen 74-76. Auch 

weisen einige Publikationen bereits darauf hin, dass RSV darüber hinaus in der 

Lage ist, auch in Makrophagen zu replizieren 169, 179, 180. Die freigesetzten 

Mediatoren können nun wiederum  direkt auf Makrophagen sowie auf 

Epithelzellen des Respirationstraktes einwirken und zu einer Verstärkung der 

inflammatorischen Antwort führen. In Epithelzellen führt diese Stimulation zu 

einer zusätzlichen Freisetzung verschiedenster Mediatoren, die in der 

Pathologie der RSV-Infektion eine entscheidende Rolle spielen indem sie 

beispielsweise chemotaktische Wirkung zeigen. Alles in allem kommt es durch 

die beschriebenen und in dieser Arbeit untersuchten Interaktionen zur 

Ausprägung fulminanter inflammatorischer Prozesse Wir konnten in dieser 

Arbeit nachweisen, dass durch eine Infektion mit RSV in  murinen 

Alveolarmakrophagen die Produktion des proinflammatorischen Zytokins IL-1ß 

induziert wurde. Daraus ergab sich die Frage, ob dieses Zytokin nach 

Freisetzung durch Alveolarmakrophagen einen Effekt auf die Epithelzellen des 

Respirationstraktes hat. Um diesen Einfluss näher zu verifizieren, stimulierten 

wir sowohl murine Lungenepithelzellen des distalen Bronchial- bzw. 

Alveolartraktes (MLE-12) als auch eine aus Lungenadenomen gewonnene 

Epithelzelllinie (LA-4) von Mäusen. 

 

Diese Stimulation mit IL-1ß führte in LA-4 Zellen zu einem zeitanhängigen 

Anstieg der Konzentrationen des proinflammatorischen Chemokins KC mit 

signifikant erhöhten Werten nach 24 Stunden.  Ein Nachweis der zusätzlich 

gemessenen Mediatoren (TNF-alpha, CCL4, CCL3, MIP-2, MCP-5, IL-10) war 

zu keinem der untersuchten Zeitpunkte (1Stunde, 6 Stunden, 12 Stunden, 24 

Stunden) möglich. 
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Vergleichbar mit den Ergebnissen in LA-4 Zellen führte die IL-1ß Stimulation 

von MLE-12 Zellen mit IL-1ß ebenfalls zu einem zeitabhängigen Anstieg der 

KC-Konzentration im Zellüberstand. Hier waren signifikant erhöhte 

Konzentrationen zu allen untersuchten Zeitpunkten detektierbar. Verglichen mit 

den Konzentrationen im Überstand der LA-4 Zellen waren die Absolutwerte 

nach 24-Stunde bei MLE-12 Zellen etwa um die Hälfte niedriger. Desweiteren 

konnte im Überstand von MLE-12 Zellen neben KC noch eine geringe (nicht 

signifikante) Konzentration von CCL-4 in der 24-Stunden Probe detektiert 

werden.   

 

Alveolarmakrophagen sezernieren im Rahmen einer RSV-Infektion neben IL-1ß 

eine Reihe weiterer Mediatoren. Dies konnte bereits von einigen 

Arbeitsgruppen nachgewiesen werden181. Da diese, wie auch IL-1ß, nach 

Sekretion durch Alveolarmakrophagen auf Epithelzellen einwirken können, 

wurden MLE-12 Zellen (Epithelzellen) mit den gewonnenen Überstände der 

RSV-infizierten MH-S Zellen (Makrophagenzelllinie) für 1 Stunde versetzt.  

 

Wir konnten zeigen, dass die Neutralisierung von IL-1ß zu keinen signifikanten 

Veränderungen der Konzentrationen der von uns bestimmtem Mediatoren 

führte. Dies legte den Verdacht nahe, dass IL-1ß im Rahmen der RSV 

verglichen mit dem Virus selbst eine nur untergeordnete Rolle spielt. 

Unbeantwortet bleibt aber die Frage, ob gegebenenfalls die Produktion 

weiterer, von uns nicht bestimmten Mediatoren, durch Neutralisierung von IL-1ß 

beeinflusst werden können.  

 

4.2. Einfluss einer Infektion mit RSV und UV-RSV auf die 

Mediatorproduktion 

Neben dem oben beschriebenen indirekten Einwirken von RSV auf 

Epithelzellen mit Hilfe der von Alveolarmakrophagen gebildeten Zytokine und 

Chemokine sind RS-Viren natürlich auch in der Lage, Lungenepithelzellen 
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direkt zu infizieren. Um die Mediatorproduktion nach Infektion mit RSV 

untersuchen zu können, wurden MLE-12 Zellen mit RS-Viren (MOI 1) infiziert. 

Wir konnten zeigen, dass dadurch die Produktion von MIP-1ß, IL-6 sowie KC 

induziert wird. Allen detektierten Mediatoren war dabei ein zeitabhängiger 

signifikanter Anstieg der Konzentrationen mit einem Maximum nach 24 Stunden 

gemeinsam. Ein Nachweis von TNF-alpha, IL-1ß, MIP-2, MCP-5 und IL-10 

gelang zu keinem der untersuchten Zeitpunkte. Einige Arbeitsgruppen waren 

bisher in der Lage in  humanen Zellen in vitro ähnliche Resultate zu erzielen. 

Bei näherer Betrachtung fällt die zellspezifische Produktion von Chemokinen 

und Zytokinen nach RSV Infektion auf. Es konnte beispielsweise bereits gezeigt 

werden, dass humane Lungenepithelzellen (BEAS-2B) nach einer Infektion mit 

RSV die Produktion von RANTES, IL-6 sowie IL-8 induzieren182. Auch in LA-4 

Zellen sowie in vivo gelang bereits der Nachweis von KC, RANTES sowie MCP-

1 nach einer Infektion mit RSV durch die Arbeitsgruppe von Miller169. 

Desweiteren gibt es eine Reihe an Publikationen die in humanen Zellen als 

auch in vivo beim Menschen die Produktion verschiedener Chemokine bzw. 

Zytokine wie RANTES, MCP, Eotaxin, IL-9, TNF-α, IL-6, IL-1 und Fractalkine 

nach RSV Infektion nachweisen konnten 62, 159, 183-187. Damit war unser  Modell 

mit anderen vergleichbar. 

 

Um die Frage zu beantworten, ob die Produktion der Mediatoren von der 

Replikationsfähigkeit des Virus abhängig ist, wurden MLE-12 Zellen mit UV-

inaktivierten RS-Viren infiziert. Dabei konnten wir in den Überständen der Zellen 

dieselben Mediatoren wie nach Infektion mit nicht UV-behandelten Viren 

nachweisen. Für Interleukin-6 und KC zeigten sich deutlich erniedrigte 

Konzentrationen bei vergleichbarem zeitabhängigem Anstieg der 

Konzentrationen, die Konzentrationen von CCL-4 wiesen vergleichbare Werte 

wie nach Infektion mit replikationsfähigem  Virus auf. Die Oberflächenproteine 

von RSV (S- und G-Protein) sind noch- wie in einer Studie von Oshansky 

gezeigt werden konnte-  vor einer Infektion der Zielzelle in der Lage, die frühe 

Immunantwort  und die Produktion proinflammatorischer Mediatoren zu 

induzieren.  Dieser konnte die Produktion von IL-8, MCP-1, RANTES und IP-10 
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nach Stimulation mit G- und F-Protein nachweisen188.  Betrachtet man unsere 

Ergebnisse, so kann man erkenne, dass nicht replizierende RS-Viren die 

gleichen Mediatoren wie RSV nur in geringerer Konzentrationen induzieren. 

 

4.3 Stellenwert der p38 MAP Kinase bei RSV Infektion 

 

Die p38 MAP Kinase spielt eine wichtige Rolle bei einer großen Anzahl an 

Erkrankungen. Dabei ist bekannt, dass die Regulation der Zytokin- und 

Chemokin-Biosynthese in unterschiedlichen Zellarten eng mit einer Aktivierung 

der p38 MAP Kinase verbunden ist 87. Als Aktivatoren der MAP-Signalkaskade 

in humanen Zellen dienen dabei unterschiedlichste Reize. Dazu gehören unter 

anderem unterschiedliche Zytokine (z.B. IL-1ß), Lipopolysaccharide (LPS), 

Röntgen-Strahlen, UV-Strahlen oder auch virale Infektionen (z.B. mit RSV) 87.  

Dabei ist v.a. die Produktion proinflammatorischer Mediatoren wie TNF-alpha, 

IL-1ß, RANTES oder IL-8, die bei der Entstehung und Aufrechterhaltung 

inflammatorischer Prozesse eine entscheidende Rolle spielen, sehr oft eng mit 

einer Aktivierung der p38 MAP Kinase verbunden 87. 

 

Unser Ziel war es die Rolle der p38 MAP Kinase im Zusammenspiel von 

Alveolarmakrophagen und Epithelzellen während der RSV Infektion zu 

untersuchen. Die Stimulation von LA-4 und MLE-12 Zellen mit IL-1ß führte in 

beiden Zelllinien zu einer Aktivierung der katalytischen Aktivität der p38 MAP 

Kinase.  

In LA-4 Zellen ist diese signifikante Aktivierung durch Phosphorylierung von 

ATF-2 erst nach 6-stündiger Inkubation mit IL-1ß nachzuweisen wohingegen 

die Expression von pp38 bereits nach 15 min und nochmalig nach 6 Stunden 

signifikant erhöht ist. Im Gegensatz dazu erkennt man in MLE-12 Zellen einen 

signifikanten Anstieg der katalytischen Aktivität der p38 MAP Kinase bereits 

nach 15 min bei gleichzeitigem Anstieg der Expression von pp38 nach 15 min. 
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Uns gelang es zudem nachzuweisen, dass auch die Infektion mit RSV  bzw. 

UV-RSV zu einem Anstieg der katalytischen Aktivität von p38 in MLE-12 Zellen 

nach einer Stunde führt. Diese Ergebnisse decken sich mit denen von Pazdrak 

et. al., der in humanen Lungenepithelzellen (A549) ebenfalls einen Anstieg  der 

p38 MAP Kinase Aktivität mit einem Maximum 6 Stunden nach Infektion mit 

RSV nachweisen konnte. 

Nach RSV Infektion waren Aktivitätspeaks nach einer und 24 Stunden 

erkennbar. Dies deutet darauf hin, dass zum einen wie oben beschrieben 

bereits der Kontakt der viralen Oberflächenproteine mit den Zielzellen die 

intrazelluläre Signalkaskade induziert und es – vermutlich durch letztendliche 

Infektion des Virus und intrazellulärer Replikation – zu einer weiteren 

Aktivierung der p38 MAP Kinase nach 24 Stunden kommt. 

Passend zu dieser Hypothese war  nach Infektion mit UV-inaktiviertem RSV nur 

der Aktivierungspeak für die p38 MAPK nach einer Stunde zu detektieren. 

Die Expression von pp38 zeigte sowohl nach RSV als auch UV-RSV Infektion 

keine signifikanten Veränderungen. Diese Beobachtungen decken sich mit 

denen von Pazdrak et. al., der in murinen Lungenepithelzellen nach RSV 

Infektion und einem Anstieg der katalytischen Aktivität der p38 MAP Kinase, 

keine signifikanten Veränderungen für pp38 nachweisen konnte87. 

 

Um den Einfluss von IL-1ß auch im Zusammenhang mit einer  RSV-Infektion zu 

verifizieren, inkubierten wir MLE-12 Zellen mit den Überständen RSV-infizierter 

alveolärer Makrophagen. Wir konnten nach 15-minütiger Inkubation einen 

signifikanten Anstieg der pp38 Expression nachweisen. Gleichzeitig führte die 

Neutralisierung von IL-1ß in diesem Überstand nicht zu einer signifikanten 

Veränderung der pp38 Expression.  Dies ließ den Schluss nahe, dass einer der 

im Überstand neben IL-1ß vorhandenen Mediatoren bzw. noch im Überstand 

befindliche inaktivierte RS-Viren oder aber die die Kombination aus beidem, für 

die verstärkte pp38 Expression verantwortlich waren.  
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Aufgrund der herausragenden Stellung von p38 im Rahmen vieler entzündlicher 

Prozesse wurden bis heute mehr als 100 verschiedene MAP Kinase Inhibitoren 

entwickelt um einen positiven Einfluss auf den Ablauf der Entzündungsreaktion 

nehmen zu können. Allen entwickelten Inhibitoren gemeinsam ist dabei die 

Hemmung der kompetitiven Bindung von ATP an die p38 MAP Kinase.  

SB203580 inhibiert dabei sowohl die p38α als auch die p38ß Isoform der p38 

Kinase. Es gibt bereits einige Publikationen, die zeigen konnten, dass SB 

203580 sowohl die Aktivierung der p38 MAP Kinase deutlich reduziert, als auch 

die Sekretion von Chemokinen wie IL-8 vermindert. Darüber hinaus war es der 

Arbeitsgruppe um Tamura gelungen bereits 1999 nachzuweisen 6 ,  dass bereits 

die frühen Schritte der Inflammation wie Leukozytenadhärenz und Diapedese 

durch SB 203580 aufgrund einer geringeren Expression von ICAM-1 in 

mikrovaskulären Endothelzellen gehemmt werden kann.  

 

Durch die Inhibition der p38 MAP Kinase mit SB 203580 war ein Anstieg der 

katalytischen Aktivität der p38 MAPK nach  RSV Infektion nicht mehr 

nachzuweisen. Bezüglich der unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen 

konnten wir keine signifikanten Unterschiede detektieren   

Wie bei den bereits zuvor durchgeführten Versuchen ohne SB 203580 Inhibitor, 

konnte nach einer Stunde RSV Infektion nur KC im Überstand der Zellen 

nachgewiesen werden. Auch hier zeigte sich ein positiver Einfluss der 

Vorbehandlung mit SB 203580 durch eine deutliche Reduktion der KC 

Konzentration im Überstand der infizierten MLE-12 Zellen. 

 

Auch wir konnten somit letztendlich zeigen, dass die p38 MAP Kinase bei einer 

Infektion mit RSV eine entscheidende Schlüsselposition unter anderem durch 

die Reduktion der proinflammatorischen Mediatorproduktion wie z.B. KC 

einnimmt. 
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5. Zusammenfassung 

RSV stellt bis heute den wichtigsten Erreger von Infektionen des unteren 

Respirationstraktes bei Kleinkindern dar. Bis zum 3. Lebensjahr haben nahezu 

alle Kinder eine Infektion mit RSV durchgemacht 189, 190. Die Symptome reichen 

von milden grippalen Symptomen bis hin zu schweren Bronchiolitiden und 

Pneumonien.  

 

Im Rahmen der RSV Infektion kommt es zu einem Zusammenspiel 

unterschiedlicher Zellarten und Mediatoren. Dabei spielen Lungenepithelzellen 

sowie Alveolarmakrophagen eine entscheidende Rolle. Wir konnten in-vitro 

nachweisen, dass eine Infektion sowohl in Epithelzellen als auch 

Alveolarmakrophagen die Produktion proinflammatorischer Mediatoren 

induziert. Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede bezüglich der gemessenen 

Konzentrationen von KC und IL-6  nach Infektion mit replikationsfähigen Viren 

und mit UV-inaktiviertem RS-Virus.  Gemeinsam war beiden Versuchsreihen 

der zeitabhängige Anstieg der Mediatorkonzentrationen. Desweiteren gelang es 

uns nach RSV Infektion den direkten Zusammenhang zwischen einer 

Aktivierung der katalytischen Aktivität von p38 und Chemokin/Zytokinsekretion 

in MLE-12 Zellen nachzuweisen. Sowohl RSV als auch der Kontakt mit UV-

inaktivierten RS-Viren führte zur Aktivierung der intrazellulären MAP-Kinase. 

Durch Inhibierung der p38 MAP Kinase mittels SB 203850 konnten wir 

einerseits einen deutlichen Rückgang der p38 Aktivierung als auch weit 

geringere Konzentrationen von KC im Zellüberstand nachweisen. Dies 

bestätigte unsere Vermutung, dass die p38 MAP Signalkaskade und deren 

Aktivierung einen wichtigen Teilschritt  für die Sekretion von Mediatoren nach 

RSV-Kontakt darstellt. Die entstehenden Mediatoren sind wiederum in der Lage 

auf unterschiedliche Zellarten einzuwirken. Dieses Zusammenwirken ist für die 

Aufrechterhaltung der Infektion mit RSV von entscheidender Bedeutung. Als 

eines der wichtigsten proinflammatorischen Zytokine legten wir besonderes 

Augenmerk auf IL-1ß.  
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IL-1ß wird unter anderem von Alveolarmakrophagen nach RSV Infektion 

gebildet und ist in der u.a. auf Lungenepithelzellen einzuwirken. Dabei zeigen 

sich zellspezifische Reaktionsmuster. Während wir sowohl in LA-4 als auch 

MLE-12 Zellen die Produktion von KC mit zeitabhängigem 

Konzentrationsanstieg nachweisen konnten, erkennt man bezüglich der p38 

MAP Kinase Aktivierung deutliche Unterschiede. In LA4-Zellen war diese erst 

nach 6 Stunden, in MLE-12 Zellen bereits nach 15 min zu detektieren. 

Letztendlich konnten wir den Einfluss von IL-1ß im Rahmen der RSV Infektion 

aber eher als gering einstufen, da die Neutralisierung von IL-1ß im Überstand 

von RSV-infizierten Alveolarmakrophagen keinerlei Einfluss auf die 

Mediatorproduktion von MLE-12 Zellen nach Inkubation mit diesen Überständen 

erkennen ließ. 

 

Eine Infektion mit RSV lässt sich letztendlich nur dann verstehen, wenn alle 

involvierten Zellarten und Mediatoren und deren Wirkungen aufeinander 

berücksichtigt werden. Dies ist bis heute nicht abschließend gelungen und so 

wird RSV und die dadurch hervorgerufene Inflammation  auch in Zukunft 

Gegenstand vieler weiterer Untersuchungen bleiben. 
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6. Anhang 

6.1.  Abkürzungsverzeichnis 

APS      Ammoniumpersulfat  

BCIP       5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat  

BSA       Bovines Serum Albumin  

CSIF       Zytokinsynthese inhibierender Faktor  

DAPI       4‟,6Diamidino-2-Phenylidol  

DNS       Desoxyribonukleinsäure  

DTT       Dithiothreitol  

EDTA      Ethylendiamidtetraacetat  

ELISA      Enzym-linked immunosorbend Assay  

H2O2       Wasserstoffperoxid  

H2SO4     Schwefelsäure  

IFN-γ       Interferon- γ  

IL       Interleukin  

IL-1RA      Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist  

IL-1R       Interleukin-1-Rezeptor  

KC       Keratinozyten Zytokin  

KCl       Kaliumchlorid  

KH2PO4      Kaliumhydrogenphosphat  

LAK       Lymphokinaktivierte Killerzelle  

LPS       Lipopolysaccharid  

MAPK      Mitogenaktivierte Proteinkinase  

MIP       Makrophageninflammatorisches Zytokin  

MKK       Mitogenaktivierte Proteinkinase-Kinase  

MKKK      Mitogenaktivierte Proteinkinase Kinase 

Kinase  

MOI       Multiplicity of infection  

NaCl       Natriumchlorid, Kochsalz  

NaHPO4      Natriumhydrogenphosphat  
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NBT       Nitroblau-Tetrazoliumchlorid  

NF-kappaB      Nukleärer Faktor Kappa B  

NK-Zelle      Natürliche Killer Zelle  

PAGE      Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese  

PAF       Plättchenaktivierender Faktor  

PFU       Plaque formierende Einheit  

RNA       Ribonukleinsäure  

RSV (RS-Virus)     Respiratorisches Synzytial Virus  

SAPK      Stress aktivierte Proteinkinase  

SEM       Standardmessfehler der Mittelwerte  

SV-40      Simian-Virus 40  

TEMED      Tetramethylethylendiamin  

TLR       Toll-like Rezeptor  

TNF       Tumornekrosefaktor  

u.a.      unter anderem 

UV       Ultraviolett  

u.v.m.      und viele mehr  

z.B.       zum Beispiel 
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