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1 Einleitung 
 

1.1 Definition und Beschreibungsgeschichte der Mukoviszidose 
 

Mukoviszidose (Zystische Fibrose, engl. cystic fibrosis, CF) ist die häufigste 

lebensverkürzende autosomal-rezessiv vererbte Multisystemerkrankung in der 

kaukasischen Bevölkerung.1 Mutationen im Cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator Gen (cftr) führen zu einem defekten CFTR-Protein. Dieses 

Protein ist ein Transmembranprotein und dient hauptsächlich als Chloridkanal.   

Bei CF kommt es durch diesen Defekt zu einer abnormalen Ionen-

Zusammensetzung und konsekutiv einer veränderten Sekretzusammensetzung 

am sekretorischen Epithel exokriner Drüsen verschiedener Organe. Von großer 

klinischer Bedeutung sind insbesondere die hierdurch verursachte 

Lungenerkrankung und exokrine Pankreasinsuffizienz. 

Einzelne Symptome der Erkrankung wurden bereits früh erkannt. Volkstümliche 

Sprichwörter beschrieben bereits vor Jahrhunderten die frühe Sterblichkeit bei 

Neugeborenen „deren Stirn beim Kuss salzig schmecke“.2,3 Die diesem Symptom 

zugrunde liegende, veränderte Ionenkonzentration der Haut wurde 1959 zur 

Entwicklung des Pilocarpin-Iontophorese-Schweißtestes genutzt, welcher bis 

heute der Diagnosestellung dient.4-6 

Ein weiteres typisches klinisches Symptom, der Mekoniumileus, wurde durch 

Karl Landsteiner 1905 erstbeschrieben.3,7 

Die Zusammenführung der pathologischen Veränderungen der Lunge und des 

Pankreas erfolgte 1936 durch Guido Fanconi.8 Zwei Jahre später differenzierte 

Dorothy Anderson die Erkrankung von der Zöliakie und beschrieb die 

namensgebenden zystisch-fibrotischen Veränderungen des Pankreas.9 Der vor 

allem im deutschsprachigen Raum verbreitete Begriff der Mukoviszidose geht 

zurück auf Sidney Farber und beschreibt den dickflüssigen, zähen Schleim der 

exokrinen Drüsen. 

Die Aufklärung der Krankheitsursache gelang erst Jahrzehnte später: 1983 

konnte Paul Quinton an Schweißdrüsenausführungsgängen von CF-Patienten 

eine verringerte Chloridpermeabilität und in Folge gehemmte Reabsorption von 

Natriumchlorid nachweisen.10 Die genetische Ursache konnte 1985 durch Robert 

Knowlton mittels Genkopplungsanalysen auf Chromosom 7 lokalisiert werden.11  
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1989 gelang die Entdeckung des cftr-Genes mittels positioneller Klonierung 

durch die Arbeitsgruppen von Lap-Chee Tsui, John Riordan und Francis 

Collins.3,12-15 

 

1.2 Epidemiologie 
 

Weltweit sind über 70000 Patienten von CF betroffen.16 In Deutschland beträgt 

die Inzidenz bei Neugeborenen 1:3300 bis 1:4800, die Prävalenz 0,829 pro 

10000 und somit liegt die Patientenzahl in Deutschland zwischen 6000-7000. Die 

Heterozygotenfrequenz liegt bei 4%; jeder 25. Mensch in Deutschland ist somit 

Anlageträger für CF.1,17 CF erfüllt die Bedingungen der Europäischen Union für 

seltene Erkrankungen (Prävalenz kleiner als 1:2000).18 

Es bestehen im Auftreten der Erkrankung jedoch große regionale Unterschiede, 

so liegt die Inzidenz unter Südafrikanern (afrikanischer Abstammung) bei etwa 

1:7000, in den Vereinigten Arabischen Emiraten etwa 1:16000 und in asiatischen 

Ländern noch deutlich niedriger, in Japan beispielweise nur 1:350000.19-21  

Aufgrund früher Diagnosestellung und verbesserten Therapien stieg die 

Lebenserwartung der CF-Patienten deutlich an (Abbildung 1). Erreichten bei 

Einführung der ersten Patientenregister in den 1960er Jahren nur wenige 

Patienten das Grundschulalter, liegt die voraussichtliche Lebenserwartung eines 

heute im Vereinigten Königreich geborenen Patienten bei 47 Jahren.22 Dies führt 

zu einem Wandel der Altersstruktur: 2019 waren bereits mehr als die Hälfte der 

CF-Patienten in Deutschland über 18 Jahre alt.1 Die Patienten können aufgrund 

verbesserter Therapieoptionen am gesellschaftlichen Leben partizipieren; in der 

Kohorte des Patientenregisters der US-amerikanischen Cystic Fibrosis 

Foundation waren 2017 knapp 70% der Erwachsenen in einem Arbeitsverhältnis 

oder studierten, fast 40% erzielten einen höheren Bildungsabschluss und über 

40% waren verheiratet.23 
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Abbildung 1: Entwicklung des medianen Überlebens der Kohorte des kanadischen CF-Registers 
1990-2012 24 

 

1.3 Ätiologie und Pathogenese 

1.3.1 cftr-Gen und CFTR-Protein 
 

CF ist eine monogenetische, autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung. 

Ursächlich sind verschiedene Mutationen im Cystic Fibrosis Transmembrane 

Conductance Regulator (CFTR)-Gen. Dieses ist auf dem langen Arm von 

Chromosom 7 lokalisiert (7q31.2). Die genomische Sequenz umfasst ca. 230 kbp 

und besteht aus 27 Exons, welche für das 1480 Aminosäuren große CFTR-

Protein codieren.25-27 Es sind bereits über 2000 unterschiedliche 

Sequenzvariationen beschrieben, von denen mindestens 200 

krankheitsauslösend sind.28 

 

1.3.2 Aufbau und Funktion des CFTR 
 

Das CFTR-Protein gehört zu den ATP-binding cassette (ABC)-Transportern, 

einer Superfamilie integraler Membranproteine deren gemeinsames Merkmal 

zwei Nukleotid-bindende Domänen (nuceotide-binding domains, NBDs) sind, die 

eine ATP-Hydrolyse katalysieren. Unter den ABC-Transportern stellt der CFTR 

jedoch in funktioneller Hinsicht eine Besonderheit dar. Während andere ABC-

Transporter die chemische Energie der ATP-Hydrolyse nutzen um Substrate 

gegen deren elektro-chemischen Gradienten zu transportieren, leitet der CFTR 



 

 15 

Anionen ausschließlich entlang des Gradienten und stellt somit einen Ionenkanal 

dar. Der CFTR ist lokalisiert an der apikalen Seite von Epithelzellen. Der 

Protonengradient für Chlorid sorgt bei Öffnung des Kanals für einen Ausstrom 

von Chlorid-Ionen aus dem Zellinneren in das extrazelluläre Milieu. Die hierdurch 

verursachte Ladungsdifferenz hat einen Ausstrom von Natrium (in die gleiche 

Richtung) zur Folge und das resultierende osmotische Ungleichgewicht führt zu 

einem Ausfluss von Wasser in den extrazellulären Raum.29 Durch Ausfall oder 

Verringerung des CFTR-Chloridstroms, beispielsweise aufgrund einer Mutation 

des cftr, kommt es zu einer Zunahme der Viskosität des sekretorischen Materials. 

Dies wird durch eine CF-bedingte Überaktivität des Natriumkanals ENaC 

(epithelial-Na+- channel) noch verstärkt. Dieser absorbiert Natrium aus dem 

Extrazellulärraum und sorgt somit am CF-Atemwegsepithel für eine weitere 

Austrocknung der Atemwegsoberflächenflüssigkeit (Airway Surface Liquid, 

ASL).30,31 

Die genaue Ursache für die Überaktivität des ENaC ist nicht endgültig geklärt. 

Ein direkter Einfluss der CFTR-Dysfunktion wird diskutiert, hat sich aber nicht in 

allen experimentellen Modellen bestätigt. Endogene Serinproteasen, welche sich 

im CF-Atemwegsepithel vermehrt findet, können durch Spaltung zu einer 

Aktivierung des Kanals führen.32 

Eine weitere wichtige Funktion erfüllt der CFTR in der Bicarbonat (HCO3-)-

Sekretion, zum einen aufgrund eines direkten Transportes durch den Kanal 

selbst, als auch über die Stimulation eines Cl-/HCO3- -Austauschers.33,34 Am 

Atemwegsepithel von CF-Patienten führt die verringerte Bicarbonatsekretion zu 

einer Reduktion des pH-Wertes des ASL, was für die Wirkung verschiedener 

antimikrobieller Faktoren eine ungünstige Bedingung darstellt.  

Der niedrigere pH-Wert führt zudem zu einem Funktionsverlust von SPLUNC1 

(short palate lung and nasal epithelial clone 1) – ein Sekretionsprotein, welches 

durch Bindung an ENaC dessen aktivierende Spaltung durch Proteasen 

verhindert. Dies sorgt für eine weitere Dehydratation des ASL.35 

Es wurde zudem gezeigt, dass eine verringerte Bicarbonatkonzentration zu einer 

verstärkten Bindung des Mukus an Epithelien führen kann.36,37  
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1.3.3 Mutationsklassen 
 

Die krankheitsbedingenden Mutationen werden in sechs verschiedene Klassen 

unterteilt: 

Klasse I-Mutationen führen zu einem vollständigen Fehlen des CFTR-Proteins 

da die Proteinbiosynthese aufgrund einer „nonsense“-, „frameshift“- oder 

„splicing“-Mutation gestört ist. 26,28,38,39 

Klasse II-Mutationen haben eine gestörte Proteinverarbeitung zur Folge. So führt 

beispielsweise bei der häufigsten CFTR-Mutation überhaupt, der F508del, eine 

Deletion dreier Nukleotide zu einem Fehlen der Aminosäure Phenylalanin auf 

Position 508 des CFTR-Proteins. Es kommt hierdurch zu einer fehlerhaften 

Faltung mit einer topographischen Änderung des Proteins. Dies wird durch 

Qualitätskontrollmechanismen im Endoplasmatischen Retikulum erkannt und 

führt konsekutiv zur Ubiquitinierung und anschließenden Degradierung durch das 

Proteasom.26,28,38,39  

Bei Klasse III-Mutationen kommt es bei einer normalen Proteinbiosynthese und 

korrektem Einbau in die Zellmembran zu einer Funktionsstörung des CFTR. Zwar 

ist die Pore des Ionenkanals selbst intakt, jedoch ist das Öffnen nach Bindung 

von Adenosintriphosphat (ATP) beeinträchtigt. 26,28,38,39 

Klasse IV-Mutationen führen zu einer Funktionsstörung des Ionenkanals durch 

Behinderung der Leitung der Ionen durch die Kanalpore aufgrund gestörter 

Ionen-Ionen-Interaktion innerhalb der Pore. 26,28,38,39 

Klasse V-Mutationen führen dazu, dass die Proteine eine normale Funktion 

haben, jedoch in geringerer Anzahl in der Zellmembran vorhanden sind. 26,28,38,39 

Klasse VI-Mutationen verringern die Stabilität des Proteins in der 

Plasmamembran, was dessen frühzeitigen Abbau hervorruft. 26,28,38,39 

 

1.4 Die CF-Lungenerkrankung 

1.4.1 Allgemein 
 

Da der CFTR-Kanal in epithelialen Zellen verschiedener Organe vorkommt, führt 

ein Ausfall oder eine Funktionseinschränkung zu einer Multisystemerkrankung. 
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Pulmonale Infektionen stehen im Zentrum dieser Arbeit, daher werden 

extrapulmonale Manifestationen im Folgenden nicht dargestellt. 

Die CF-Lungenerkrankung ist der Hauptgrund für die hohe Morbidität und 

Mortalität der CF-Patienten.40 Sie ist geprägt von chronischen Infektionen, einer 

Unfähigkeit diese erfolgreich zu bekämpfen, sowie einer andauernden 

Inflammation und progressiven Destruktion des Lungengewebes. 

Klinische Symptome sind ein chronischer, produktiver Husten, Keuchen, 

Kurzatmigkeit und progrediente Verminderung der Lungenfunktion. Oftmals 

wechseln sich Phasen relativ gleichbleibender Symptomschwere ab mit akuten 

Verschlechterungen, sogenannten Exazerbationen. Im Verlauf kommt es zu 

schweren strukturellen Lungenveränderungen mit Ausbildung von 

Bronchiektasien.  

Im Folgenden sollen die wichtigsten Mechanismen beschrieben werden, die zur 

CF-Lungenerkrankung beitragen. 

1.4.2 Mukoziliäre Clearance 
 

Der Ausfall des CFTR führt über eine verringerte Cl-- Sekretion und erhöhte Na+- 

Absorption zu einem Volumenverlust des ASL.  

Der ASL besteht aus einer dünnflüssigen periziliären Flüssigkeitsschicht 

(periciliary liquid, PCL), die etwa die gleiche Höhe wie die Zilien der Epithelzellen 

hat, sowie einer darüber liegenden dickflüssigeren Mukusschicht.  

In gesunden Lungen werden bakterielle Pathogene innerhalb weniger Stunden 

mittels mukoziliärer Clearance entfernt. Mukoziliäre Clearance beschreibt den 

Selbstreinigungsmechanismus der Bronchien: das zilientragende respiratorische 

Epithel von den Bronchioli terminales bis zu den Hauptbronchien transportiert 

durch koordinierte Bewegungen innerhalb des PCL die darüber liegende 

Mukusschicht mit den darin befindlichen Pathogenen oralwärts, wo diese 

abgehustet oder verschluckt werden. 

Hierfür ist es jedoch notwendig, dass die PCL eine optimale Höhe von etwa 7 µm 

aufweist und die Viskosität einen effektiven Zilienschlag ermöglicht. Bei 

Lungengesunden dient die Mukusschicht als eine Art Flüssigkeitsreservoir, mit 

dessen Hilfe das Volumen der PCL in engen Grenzen reguliert wird. Bei CF ist 

diese Volumenregulation gestört, durch den Volumenverlust kommt es zur 
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Verminderung des Mukustransportes. Die Zilien können sich nicht mehr entfalten 

und die Mukusschicht kommt in Kontakt mit der Glycocalyx, wodurch es zu 

adhäsiven Interaktionen kommt.   

Da der Mukusfluss eine turbulente Strömung darstellt, können inhalierte 

Pathogene eingefangen und zum Abtransport gefangen gehalten werden. Diese 

Turbulenzen in der Mukusschicht verschwinden, wenn der horizontale Transport 

zum Erliegen kommt. Dies ist eine der Ursachen für die schlechte 

Pathogenabwehr in der CF-Lunge. 41-43 

 

1.4.3 Bakterien in der CF-Lunge 
 

Es spricht zwar vieles dafür, dass zumindest ein Teil der Inflammation in der CF-

Lunge infektionsunabhängig ist. Lungen von CF-Patienten zeigen zwar 

unmittelbar nach der Geburt kaum Anzeichen einer Entzündung, aber es sind 

bereits erste strukturelle Änderungen nachweisbar. 43-46  

Sicher ist jedoch, dass die Lungen von CF-Patienten bereits oft im Säuglingsalter 

und der frühen Kindheit mit Mikroorganismen besiedelt und infiziert werden.  

Das Erregerspektrum im frühen Kindesalter umfasst vor allem Staphylococcus 

aureus, der bereits in den ersten sechs Lebensmonaten in 30% der Patienten 

nachgewiesen werden kann, und Haemophilus influenzae.47 

 

 
Abbildung 2: Prävalenz respiratorischer Mikroorganismen nach Alterskohorte 48 

 

Im Verlauf der CF-Lungenerkrankung kommt es mit zunehmendem Alter 

regelhaft zu einer chronischen Infektion mit Pseudomonas aeruginosa 
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(Abbildung 2). Dies ist ein Schlüsselmoment im Krankheitsverlauf, denn dies geht 

mit einer progressiven Verschlechterung der Lungenfunktion und einer 

verkürzten Lebenserwartung einher.  

Die Infektionen mit P. aeruginosa sollen in dieser Arbeit im nächsten Kapitel im 

Detail betrachtet werden. 

Weitere häufige, in späteren Stadien der Lungenerkrankung relevante Bakterien 

sind Burkholderia cepacia, nicht-tuberkulöse Mykobakterien, Achromobacter 

xylosoxidans und Stenotrophomonas maltophilia. 

Die Entwicklung neuer diagnostischer Methoden, die DNA-basiert funktionieren 

und damit kulturunabhängig sind, öffnete den Blick auf eine Reihe weiterer 

Bakterien, die permanent die Atemwege von CF-Patienten kolonisieren.49 Diese 

gehören vor allem den Gattungen Streptococcus, Prevotella, Veillonella, Rothia, 

Granulicatella, Gemella und Fusobacterium an und stellen das Kernmikrobiom. 

Dieses ist im Krankheitsverlauf Veränderungen unterworfen. Jüngere, gesündere 

Patienten zeigen ein diverseres bakterielles Mikrobiom und eine geringere 

Dominanz potentiell pathogener Bakterien. Im Laufe der Lungenerkrankung 

werden die Bakterien des Kernmikrobioms jedoch in zunehmendem Maße durch 

CF-Pathogene wie P. aeruginosa verdrängt. Es konnte gezeigt werden, dass die 

Abnahme der Mikrobiomdiversität mit einer Zunahme der Inflammation in den 

Atemwegen und mit einer Verschlechterung der Lungenfunktion der Patienten 

korreliert.48,50 

Das Zusammenspiel der einzelnen Bakterien ist komplex und unzureichend 

erforscht. Einige Arten zeigten jedoch einen protektiven Effekt gegen 

Pseudomonasinfektionen.51,52 

 

1.4.4 P. aeruginosa in der CF-Lungenerkrankung 
 

Pseudomonas aeruginosa ist ein gramnegatives Stäbchenbakterium aus der 

Gattung Pseudomonas. Der Gattungsname ist eine Zusammensetzung der 

altgriechischen Wörter „ψεῦδος“ (= Täuschung) und „μονᾶς“ (= Einheit) und geht 

auf den Erstbeschreiber Walter Migula zurück. Der Artname „aeruginosa“ ist 

abgeleitet vom lateinischen „aerugo“ (= Grünspan) und beschreibt treffend die 
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grünliche Farbe, welche die Art bei Anzucht aufgrund Ihrer Virulenzfaktoren 

Pyoverdin und Pyocyanin zeigt.53 

Es kommt in der Natur beinahe ubiquitär vor, tritt aber gehäuft an Orten mit 

menschlicher Aktivität auf und kann beispielsweise auch Teil der normalen 

Darmflora sein.54 

P. aeruginosa ist ein opportunistischer Erreger, bei Gesunden führt er zunächst 

nicht zu Infektionen. Ein großes Problem stellt der Erreger jedoch für 

immunkompromittierte Patienten dar; er ist zudem für viele nosokomiale 

Infektionen verantwortlich. So spielt er neben seiner zentralen Rolle in der CF-

Lungenerkrankung eine ebenfalls wichtige Rolle bei nosokomialen Pneumonien, 

insbesondere bei beatmeten Patienten (Ventilator-assoziierte Pneumonien) und 

nosokomialen Harnwegsinfekten. Bei vorgeschädigter Cornea kann er zu einer 

ulzerativen Keratitis führen.55 

Da es bei Verbrennungen der Haut zu einer Schädigung der epithelialen 

Schutzmechanismen kommt, kann P.aeruginosa hier zu schwerwiegenden 

Infektionen führen und hat einen erheblichen Anteil an der septischen Mortalität 

bei Verbrannten.56 

 

In CF hat die chronische Lungeninfektion mit P. aeruginosa einen großen Anteil 

an der Verschlechterung der Lungenfunktion im Verlauf der Erkrankung und 

damit verbundenen erhöhten Morbidität und Mortalität der Patienten.  

P. aeruginosa kann aufgrund verschiedener bakterieller Adaptionsmechanismen 

eine Persistenz in der CF-Lunge erreichen. Zu diesen Mechanismen zählen 

Biofilmbildung, Ausbildung von Antibiotikaresistenzen und die Fähigkeit seine 

zahlreichen Virulenzfaktoren und seinen Metabolismus dem jeweiligen 

Infektionsstadium anzupassen. 

 

Während der Initiation der Infektion sorgt ein einzelnes Flagellum für Motilität, 

eine Vielzahl an Pili ermöglicht ein Anheften an respiratorische Epithelialzellen.57  

Sekretorische Virulenzfaktoren werden mittels spezialisierten Exportsystemen 

transportiert, welche aus Sekretionsapparat, Translokationsapparat und 

sekretierten Proteinen bestehen. 

Das Typ III Sekretionsystem (T3SS) ist beispielsweise assoziiert mit akuten, 

invasiven Infektionen. Die Effektorproteine des Typ III Systems können 
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Surfactant inaktivieren, in Epithelialzellen Zelltodmechanismen auslösen und 

durch Zerstörung der Tight-junctions die epitheliale Barrierefunktion stören und 

Wundheilungsprozesse verhindern.58 

Während das T3SS in aus der Umwelt und aus in frühen Infektionsphasen 

isolierten Bakterienstämmen in bis zu 90% der Stämme aktiv ist, sekretieren nur 

4% der Stämme aus chronischen CF-Lungeninfektionen diese Proteine.59 

 

Zentral für den Erfolg von P. aeruginosa ist, dass sowohl die Ausbildung der 

Virulenzfaktoren, als auch die Änderung des Metabolismus und des 

Wachstumsverhaltens von einer großen Flexibilität gekennzeichnet ist.  

Diese Anpassungsfähigkeit hat ihre Ursache in einem fein abgestimmten 

regulatorischen System und einer großen genetischen Variabilität. Zum einen 

wird die Variabilität durch das für Bakterien sehr große Genom von 6,3 Mbp 

verursacht.  

Außerdem führen Defekte in DNA-Reparatursystemen zum Auftreten von P. 

aeruginosa- Stämmen, die deutlich erhöhte Mutationsraten aufweisen, 

sogenannten Hypermutanten. Diese erhöhten Mutationsraten sorgen zusätzlich 

für eine rasche Anpassung an die unterschiedlichen Bedingungen, die zum einen 

in verschiedenen Bereichen einer Lunge vorkommen und sich zum anderen im 

Verlauf der Lungenerkrankung verändern.60,61 

 

Im Folgenden soll ein kurzer Einblick in die bakteriellen Regulationssysteme 

gegeben werden, insbesondere im Hinblick auf die Anpassung von P. aeruginosa 

an die Umgebung in der CF-Lunge.  

Quorum-sensing (QS), die interzelluläre, chemische Kommunikationsform von 

Bakterien, ist bei P. aeruginosa ausgeprägt und reguliert Zielgene in 

Abhängigkeit der Zelldichte der Bakterien, welche vorrangig mittels kleinen, 

diffundierbaren Molekülen, sogenannten „Autoinducern“ durch die Bakterien 

gemessen werden kann.  

N-Acyl-homoserine lactone (AHLs) sind die bekanntesten dieser Signalmoleküle 

und zwei AHL-Systeme sind in P. aeruginosa an der Regulation beteiligt: das Las 

und das Rhl-System.  

N-3-oxo-dodecanoyl homoserine lactone wird durch die LasI-Synthase produziert 

und durch den Transkriptionsregulator LasR erkannt. Dieser kontrolliert unter 
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anderem die Proteasen LasA, LasB und Alkalische Protease sowie das Exotoxin 

A – Virulenzfaktoren die insbesondere in akuten Infektionen relevant und direkte 

zellschädigende Wirkung haben. 62,63 

Im Rhl-System produziert die RhlI-Synthase N-butanoyl homoserine lactone, 

welches durch den Transkriptionsregulator RhlR wahrgenommen wird.  

Das Las-System kontrolliert wiederum hierarchisch das Rhl-System, indem 

aktiviertes LasR direkt die Transkription von RhI induzieren kann. 63 

Mutationen mit Funktionsverlust in den AHL-Systemen mit Verlust des QS sind 

häufig im Übergang von akuten zu chronischen Infektionen zu beobachten. Dies 

führt zum Verlust akuter Virulenzfaktoren. In Mausmodellen konnte gezeigt 

werden, dass dies zu einer Abnahme der Infektionsschwere in akuten Infektionen 

führt.63-65 

Im PQS-System reguliert 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone (Pseudomonas 

quinolone signal) ebenfalls das Quorum-sensing und passt die 

Bakterienpopulation an diverse Stressumgebungen an.66,67 Da PQS Eisen (Fe3+) 

chelatiert und die Expression der Siderophoren Pyoverdin und Pyochelin 

induzieren kann, spielt es außerdem eine Rolle im Eisenstoffwechsel von P. 

aeruginosa. PQS reguliert positiv die Virulenzfaktoren LasB und Pyocyanin. 68 

Interessanterweise moduliert PQS auch die Immunantwort des Wirtes. NF-kB-

abhängig hemmt es die Bildung von IL-6 und TNF-a. 69 Es induziert hingegen 

Chemotaxie von neutrohilen Granulozyten. 70  

Das PQS-Signal wird ebenfalls durch das AHL-System reguliert: LasR induziert 

und RhlR- hemmt die Bildung von PQS durch Bindung an den 

Promotionsregulator PqsR.68,71 

Das GAC (global activator of antibiotic and cyanide synthesis)- System ist das 

wichtigste von über 60 verschiedenen Zwei-Komponenten Kinasesystemen. Es 

spielt ebenfalls eine wichtige Rolle im Übergang von akuter zu chronischer 

Infektion. Es besteht aus einer Transmembranen Sensorkinase GacS, die den 

Regulator GacA phosphoryliert und damit aktiviert. Daraufhin reguliert dieser die 

Expression der kleinen regulatorischen RNAs (small regulatory RNA, sRNA) 

RsmZ und RsmY. Binden diese regulatorischen RNAs an das sRNA-

Bindungsprotein RsmA, aktiviert dieses die Expression verschiedener Gene zur 

Biofilmformation unter anderem für die Polysaccharide Pel und Psl, und 
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unterdrückt andere Gene, welche eine akute Virulenz induzieren, wie unter 

anderem das T3SS.63 

P. aeruginosa produziert mindestens drei extrazelluläre Polysaccharide, die für 

die Biofilmbildung relevant sind, Pel, Psl und Alginat. 72 

Biofilme sind oberflächen-assoziierte bakterielle Gemeinschaften, die in einer (in 

der Regel selbst produzierten) extrazellulären Matrix eingebettet sind.73 

Die Toleranz gegenüber Antibiotika kann innerhalb eines Biofilms im Vergleich 

zu planktonischen Bakterien vielfach erhöht sein.61 

Ein wichtiges Merkmal der Chronifzierung der Infektion in der CF-Lunge ist die 

Entwicklung eines mukoiden Phänotyps, der sich durch die Produktion großer 

Mengen des Polysaccharids Alginat (= mucoid exopolysaccharide) auszeichnet. 

Dies spielt eine wichtige Rolle in der bakteriellen Adhärenz an die Wirtszellen und 

bietet P. aeruginosa einen Schutz vor dem Immunsystem sowie vor 

antimikrobiellen Substanzen. Die Entwicklung eines mukoiden P. aeruginosa-

Phänotyps ist pathognomonisch für die CF-Lungenerkrankung. 

Für die Synthese von Alginat ist die Transkription von 12 Genen notwendig, die 

einer Transkriptionskontrolle durch den Masterregulator (Sigma Faktor) AlgU 

unterliegen.  

AlgU steht unter direkter Kontrolle des anti-Sigma-Faktors, und damit 

Transkriptionsinhibitors MucA. Diese Interaktion wird durch MucB stabilisiert. 

Eine Mutation in mucA (dem Gen, welches für MucA codiert) ist in mukoiden P. 

aeruginosa -Stämmen eine häufig anzutreffende genetische Ursache dieses 

Phänotyps. 

Eine weitere häufige Ursache für den mukoiden P. aeruginosa-Phänotyp ist die 

proteolytische Spaltung von MucA durch die Proteasen AlgW und MucP. AlgW 

kann durch den Zellwandinhibitor D-cycloserin und durch MucE nach Simulation 

durch Stressfaktoren an der Bakterienwand (envelope stress response) aktiviert 

werden. Neben der Regulation der Alginatproduktion aktiviert AlgU 

beispielsweise die HCN-Produktion (Hydrogen cyanide) und hemmt das T3SS-

System.60,73-76 

Mit der Ausbildung des mukoiden Phänotyps verliert P. aeruginosa 

beispielsweise auch sein Flagellum und damit seine Motilität.  

Da das Flagellum durch Bindung an TLR5 (toll-like receptor 5) zu einer 

Immunreaktion führt, unter anderem mit erhöhter IL-8 Produktion, ist sein Verlust 
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mit einer geringeren Immunogenität des Erregers verbunden. Dies trägt dazu bei, 

dass P. aeruginosa „unter dem Radar“ des Immunsystems bleiben kann. 77 

 

Während also einige Virulenzfaktoren, die für eine chronische Persistenz sorgen, 

nach der Etablierung der Lungeninfektion neu ausgebildet werden, werden 

andere durch Mikroevolution ausselektiert oder durch die verschiedenen 

Regulationssysteme unterdrückt.  

 

Obwohl P. aeruginosa ein aerobes Bakterium ist, ist er an das mikroaerobe Milieu 

in der CF-Lunge gut angepasst, welches insbesondere im Bereich der 

Mukusplaques entsteht. Es konnte zudem gezeigt werden, dass unter 

hypoxischen Bedingungen vermehrt Alginat durch die Bakterien produziert 

wird.78 

Es konnte gezeigt werden, dass das CFTR-Protein selbst, neben seiner Funktion 

als Ionenkanal, als epithelialer Rezeptor für P. aeruginosa dient und für dessen 

Internalisierung durch Atemwegsepithelzellen notwendig ist.79 

 

Die beschriebenen Anpassungsreaktionen von P. aeruginosa in Verbindung mit 

den zuvor erläuterten Einschränkungen der CF-Atemwege in der Erregerabwehr 

sorgen für eine Persistenz von P. aeruginosa in der CF-Lunge.  

 

1.4.5 Virale Atemwegsinfektionen in der CF-Lungenerkrankung 
 

Studien legen nahe, dass virale Atemwegsinfektionen in mindestens 40% der 

Exazerbationen von CF-Patienten eine Rolle spielen.80-82 

Dies zeigt sich auch in BAL-Spülflüssigkeit von CF-Patienten während einer 

Exazerbation. Hier konnten in 40-50% der Fälle Atemwegsviren nachgewiesen 

werden, während bei stabiler klinischer Situation nur in 9% Viren nachweisbar 

waren.83  

Die häufigsten viralen respiratorischen Erreger bei CF-Patienten sind 

Respiratorische Syncytial Viren (RSV), Adenoviren, Parainfluenza Viren, 

Influenza A und B sowie Rhinoviren.82,84,85 



 

 25 

Die Anzahl viraler Atemwegsinfektionen im Vergleich zu gesunden Kontrollen 

und Geschwistern ist bei CF-Patienten nicht erhöht, jedoch sind sie mit einer 

deutlich höheren Morbidität verbunden.80,84,86 

Es konnte gezeigt werden, dass virale Infektionen zu einer Verschlechterung der 

Lungenfunktion führen, mit Abnahme sowohl der forcierten Vitalkapazität 

insgesamt, als auch der Einsekundenkapazität (forciertes exspiratorische 

Volumen innerhalb einer Sekunde, FEV1). Virale Infektionen führen zu 

vermehrten respiratorischen Symptomen, Gewichtsabnahme und Abnahme des 

Shwachman-Scores. Zudem erhöhen sie die Frequenz und Dauer der 

Hospitalisation der betroffenen Patienten und führen zu vermehrtem 

Antibiotikaeinsatz.80,85,87,88 

Diese klinischen Daten werden durch experimentelle Untersuchungen gestützt. 

In vitro war die Viruslast nach RV-Infektion in primären bronchialen Epithelzellen 

von CF-Patienten im Vergleich zu denen von Gesunden erhöht. Ein Grund hierfür 

könnte die verringerte antivirale Immunantwort sein, mit niedrigerer Induktion von 

Interferonen und Expression interferon-stimulierter Gene.89 

Virale Erreger stehen zudem in einem wechselseitigen Zusammenspiel mit 

bakteriellen Pathogenen. 

 

1.4.6 Inflammation und Hypoxie 
 

Die chronische Inflammation in der CF-Lungenerkrankung beginnt früh und ist 

persistent. Obwohl sie im Vergleich zu Gesunden im Verhältnis zur Bakterienlast 

erhöht ist, gelingt es dem Körper nicht, die Infektion effektiv zu bekämpfen. 90 

Stattdessen führt die anhaltende Entzündung letztlich zu strukturellen Schäden.  

 

Die Inflammation in der CF-Lungenerkrankung ist charakterisiert durch einen 

übermäßigen Einstrom neutrophiler Granulozyten und verringertem Abbau. 

Die Atemwege von CF-Patienten enthalten hohe Konzentrationen der 

neutrophilen „Anlockstoffe“ (chemoattractans) IL-8, Leukotrien B4 (LTB4), 

Komplementkomponente C5a und andere sowie der Neutrophilen aktivierenden 

Stoffe TNF-a, IL-1b, IL-17 und GM-CSF. 
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Neutrophile Granulozyten sind für die Abwehr von Pathogenen unabdingbar, ihr 

Übermaß in der CF-Lungenerkrankung ist jedoch schädlich. 

Durch von Neutrophilen produzierte Serinproteasen wie Cathepsin G; 

Proteinase-3, vor allem aber Neutrophilenelastase können die CFTR-Expression 

und Funktion gestört werden. Zusätzlich aktivieren diese ENaC. Außerdem 

beeinträchtigt die Elastase auch die mukoziliäre Clearance durch Reduktion des 

Zilienschlags. 91-93 In hohen Konzentrationen wie in der CF-Lunge, wo sie zu 

einem Ungleichgewicht zwischen Proteasen und Proteaseinhibitoren führen, 

können sie einen strukturellen Schaden am Lungengewebe anrichten. 94 

Neutrophile sekretierten außerdem Matrix Metalloproteasen MMP-8 und -9, die 

für Umbauprozesse des Lungengewebes während der chronischen Inflammation 

mitverantwortlich sind. Die neutrophilen Granulozyten selbst sind zudem eine 

wichtige Quelle für die Lockstoffe IL-8, IL-17, LTB4 und führen so zu einem 

weiteren Einfluss von Neutrophilen. 

Neutrophile sind die wichtigste Quelle extrazellulärer DNA, die eine Ursache für 

die hohe Viskosität und Zähigkeit des Atemwegsekretes bei CF-Patienten ist.95 

Der chronische Neutrophileneinstrom wird durch eine Reihe von Chemokinen 

stimuliert, IL-8 ist jedoch der wichtigste Entzündungsmediator für deren 

chemotaktische Rekrutierung und Aktivierung. Erhöhte IL-8 Spiegel finden sich 

im Sputum, der bronchoalveolären Lavage (BAL) und im Serum von CF-

Patienten und sie korrelieren mit der Anzahl neutrophiler Granulozyten in der BAL 

und dem klinischen Status der Patienten.96 

In vivo und in vitro produzieren bronchiale Epithelzellen von CF-Patienten 

abnormal hohe IL-8 Spiegel aufgrund konstitutiv aktivem NF-κB-Signalweg.97 

Bindung von P. aeruginosa an aGM1-Rezeptoren der Epithelzellen aktiviert NF-

κB weiter und somit auch die IL-8 Expression. Es wurde gezeigt, dass diese 

Aktivierung durch P. aeruginosa bei CF-Zellen ausgeprägter und länger 

andauern kann als bei nicht-CF Zellen.98  Pseudomonas DNA kann die IL-8 

Produktion auch auf einem NF-κB-unabhängigen Signalweg aktivieren.99 

Im Gegensatz hierzu finden sich in den Atemwegen von CF-Patienten niedrigere 

Spiegel des antiinflammatorischen Zytokins IL-10.  

Es besteht in der CF-Lunge somit eine Dysbalance von pro- und 

antiinflammatorischen Zytokinen.100 
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Neben dem Anfluten der Inflammation ist auch die Beendigung der 

Entzündungsreaktion in den Atemwegen der CF-Patienten, die sogenannte 

Resolution, gestört. Diese ist eng verbunden mit dem Fettsäurestoffwechsel.101 

CF-Patienten haben in den betroffenen Geweben beispielsweise niedrigere 

Konzentrationen Docosahexaensäure (DHA). DHA ist der Ausgangsstoff der 

Biosynthese vieler Resolvine. Diese werden zusammen mit Protectinen und 

Maresinen zu sogenannten SPMs (specialized proresolving mediators) 

zusammengefasst – Signalmoleküle zur Orchestrierung der Resolution.  

Für das im Kontext der CF-Lungenerkrankung besonders relevante Resolvin 

RvD1 konnte gezeigt werden, dass es in der akuten Phase die Infiltration mit 

neutrophilen Granulozyten begrenzt und in chronischen Infektionen zusätzlich zu 

einer Verringerung der Gewebeschädigung führen kann. 102 

Ein Ungleichgewicht zwischen Einleitung und Beendigung ist somit ein wichtiger 

Faktor für die andauernde chronische Inflammation in der CF-Lungenerkrankung. 

 

Ein weiterer Aspekt der CF-Lungenerkrankung ist die andauernde Hypoxie. 

Da die Mucinsekretion trotz des fehlenden Mukusabtransportes fortbesteht, 

entstehen auf dem Atemwegsepithel dicke Mukusplaques, die den Diffusionsweg 

für Sauerstoff vergrößern. CF-Atemwegsepithelzellen weisen zudem zur 

mitochondrialen Energiegewinnung für den vermehrten Na+-Transport einen 

zwei- bis dreifach erhöhten Sauerstoffverbrauch auf. Beide Mechanismen führen 

zu einer lokalen Hypoxie in den Bereichen der Mukusplaques. 78 

Hinzu kommt, dass durch den Verlust des CFTR auch der Transport des 

Antioxidanz Glutathion eingeschränkt ist. 103 Dies führt zu vermehrtem 

intrazellulärem Glutathion und in der Folge reduzierter Stabilisierung von HIF-1a.  

Dies hat eine schlechtere transkriptionale Anpassung an die 

Hypoxiebedingungen zur Folge. 

Hypoxie führt über vermehrten Calciumeinstrom direkt zur Aktivierung des NF-

kB Signalwegs. Außerdem führt Hypoxie über Zellnekrosen zu IL-1a Freisetzung 

und IL1-R Aktivierung und hierdurch ebenfalls zur Aktivierung von NF-kB 104 und 

damit zur Freisetzung von IL-8 und Rekrutierung neutrophiler Granulozyten. 
105,106 Nach Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten führt das hypoxische 
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Milieu noch zu ihrem verstärkten Überleben, vermehrter Migration ins Gewebe 

und verstärkter Freisetzung von neutrophilen Elastase.107 

Die physiologische Reaktion des pulmonalen Gefäßsystems auf Hypoxie ist 

pulmonale Vasokonstriktion. Eine verringerte pulmonale Perfusion ist bereits bei 

sehr jungen CF-Patienten zu beobachten. Dauert dieser Zustand länger an, führt 

die Vasokonstriktion zu pulmonaler Hypertension und vaskulären 

Umbauvorgängen.108 

 

 

1.5 Coinfektionen in der Lunge 
 

Es ist bekannt, dass vorangegangene virale Infektionen in der Lunge bakterielle 

Sekundärinfektionen zur Folge haben können. Ein großer Teil der Mortalität der 

„Spanischen Grippe“ von 1918/19, einer Influenza A (H1N1) -Pandemie, die etwa 

50 Millionen Todesfälle verursachte, ist auf Komplikationen mit bakteriellen 

Superinfektionen von Streptococcus pneumoniae und anderen bakteriellen 

Atemwegserregern zurückzuführen.  

Während der Influenza A (H1N1)-Pandemie von 2009 waren etwa 25-50% der 

hospitalisierten Patienten von bakteriellen Superinfektionen betroffen und diese 

waren von einer erhöhten Morbidität und Mortalität betroffen.109 

Es sind zahlreiche Pathomechanismen beschrieben, die erklären wie eine 

Virusinfektion bakterielle Sekundärinfektionen bahnt. Epitheliale 

Barriereschädigung durch Zelltod, überschießende Entzündungsantwort und 

gestörte Reperaturmechanismen sowie die Abnahme der Frequenz und 

Koordination des Zilienschlags stören Abwehrmechanismen des 

Atemwegepithels.110,111  

Virale Infektionen können zudem die Expression bakterieller Bindungsrezeptoren 

verstärken. Influenza, HRV, RSV, Parainfluenzavirus- Infektionen induzieren eine 

vermehrte Expression von Platelet activating factor receptor (PAFR), der als 

Bindungsrezeptor für S. pneumoniae und H. influenzae dient.112-116 

Virale Proteine, die auf der Oberfläche der infizierten Zellen ausgebildet werden, 

können ebenfalls einen Bindungspunkt für Bakterien darstellen. An das RSV-

Oberflächenglykoprotein G können H. influenzae, P. aeruginosa und S. 

pneumoniae binden117,118 und Haemagglutinin von Influenza erleichtert die 
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Bindung von Streptococcus pyogenes an infizierten Zellen und eine 

anschließende invasive Infektion.116,119 

Im Rahmen von viralen Infektionen kann es zu Veränderungen des 

Immunsystems kommen, die eine bakterielle Sekundärinfektion erleichtern 

können. 

Ein erster viraler Schlag kann Immunzellen desensibilisieren, sodass es bei einer 

anschließenden bakteriellen Infektion zu einer verzögerten Immunreaktion 

kommt. So haben beispielsweise Makrophagen aus RSV- oder Influenza 

infizierten Mäusen eine geringere Immunantwort auf bakterielle Stimuli gezeigt. 

Dies führte in Sekundärinfektionen zu einer größeren Bakterienlast.120 In vitro 

zeigten neutrophile Granulozyten nach gemeinsamer Inkubation mit Influenza A 

und S. pneumoniae ein verkürztes Überleben aufgrund vermehrter Apoptose. 

Neben einer verminderten Rekrutierung ist auch eine funktionelle Einschränkung 

der Neutrophilenfunktion nach Virusinfektionen beschrieben worden.116,121 

 

Es konnte gezeigt werden, dass eine Influenzainfektion die Anzahl der 

Alveolarmakrophagen um über 90% reduzieren kann. Die frühe angeborene 

Immunantwort war hierdurch deutlich eingeschränkt und eine Folgeinfektion mit 

S. pneumoniae konnte wesentlich schlechter aus der Lunge entfernt werden. 

Diese verminderte bakterielle Clearance war reversibel, nachdem die 

Alveolarmakrophagen nach zwei Wochen wieder ihre Ausgangszahl erreicht 

hatten.116,122 

Im Mausmodell einer post-Influenza MRSA-Pneumonie konnte durch eine frühe 

Gabe monoklonaler Antikörper, die gegen Influenza-Haemagglutinin gerichtet 

waren, neben einer Reduktion der Virus- und Bakterienlast auch eine 

Verbesserung der Makrophagenfunktion erzielt werden. Die Intervention mit dem 

monoklonalen Antikörper führte zu einer verbesserten Überlebensrate.123 

In einer weiteren Studie zeigte sich auch die Immunantwort natürlicher 

Killerzellen (NK-Zellen) auf sekundäre bakterielle Infektionen mit S. aureus nach 

vorangegangener Influenzainfektion gestört. Durch verringerte TNF-α Produktion 

der NK-Zellen kam es hier zu einer abgeschwächten Phagozytoseaktivität der 

Alveolarmakrophagen.124 
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Virale Atemwegsinfektionen können bakterielle Infektionen auch bei CF-

Patienten erleichtern und gehen diesen oftmals voraus. In einer prospektiven 

Studie über 17 Monate waren fünf von sechs Erstisolationen mit P. aeruginosa, 

sowie alle Erstisolationen mit H. influenzae und S. aureus während oder 

innerhalb von 3 Wochen nach einer viralen Infektion der oberen Atemwege.125 

Eine retrospektive Auswertung der CF-Klinik Kopenhagen über einen Zeitraum 

von 25 Jahren zeigte, dass zwischen Oktober und März, der Hauptzeit für virale 

Atemwegsinfektionen, das Risiko der Erstinfektion mit P. aeruginosa am 

höchsten war.126 

Ob virale Atemwegsinfektionen in der Lage sind das bakterielle CF-

Atemwegsmikrobiom während Exazerbationen zu modulieren konnte noch nicht 

abschließend geklärt werden. Bei nicht-viralen Exazerbationen sind nur wenige 

Änderungen im Mikrobiom festzustellen.127,128 Bei viralen Exazerbationen ist die 

Studienlage nicht eindeutig. In vergleichbaren klinischen Studien wurde teilweise 

über eine deutliche Zunahme der Pseudomonas-Last während viraler Infektionen 

berichtet129, während in anderen Studien kein solcher Zusammenhang 

nachweisbar war.130 

In vitro konnte gezeigt werden, dass eine HRV-Infektion ein Herauslösen von P. 

aeruginosa aus einem Biofilm verursachen kann.131 

 

Zunehmend in den Fokus gerät die Frage, wie eine vorangehende bakterielle 

Infektion oder Kolonisation der Atemwege darauf anschließende virale 

Infektionen beeinflusst.  

 

In Mäusen ist ein intaktes Lungenmikrobiom notwendig zur Entwicklung einer 

adaptiven Immunantwort gegen Influenzaviren. Mäuse, die zuvor antibiotisch 

behandelt wurden, konnten kein Inflammasom ausbilden und die davon 

abhängige Reifung von IL-1β und IL-18 war gestört. Sie zeigten niedrigere 

Antikörperlevel und eine verringerte Anzahl Influenza-spezifischer CD4+ sowie 

CD8+ -T-Zellen. Die Viruslast in den Lungen war im Vergleich zu unbehandelten 

Tieren signifikant erhöht.132 In einer weiteren Studie zeigten keimfreie Mäuse 

eine erhöhte Mortalität durch Influenzainfektion im Vergleich zu Mäusen in 

natürlicher Umgebung. Durch Vorbehandlung mit S. aureus konnte bei den zuvor 

keimfreien Tieren ein anschließender Influenza-vermittelter Lungenschaden 
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signifikant verringert werden. Die Vorbehandlung mit S. aureus führte zu einer 

Rekrutierung peripherer Monozyten in die Alveoli und anschließender Ausbildung 

zu M2 Alveolarmakrophagen. Es konnte gezeigt werden, dass M2 

Alveolarmakrophagen während der folgenden Influenzainfektion vermehrt 

antiinflammatorische Zytokine wie IL-10 und TGF- β  bildeten.133 

Interessanterweise konnte auch, ganz im Gegensatz zu einer sekundären 

bakteriellen Infektion, eine vorangegangene zehntägige S. pneumoniae-

Kolonisation Mäuse vor Influenza-induziertem Lungenschaden schützen. Es 

konnte mittels S. pneumoniae-Mutanten ermittelt werden, dass dieser Effekt 

abhängig vom bakteriellen Virulenzfaktor Pneumolysin ist. Die bakterielle 

Vorbehandlung schützte vor influenza-vermittelter Depletion der 

Alveolarmakrophagen und vor einer Reduktion der Immunantwort 134,135 

 

Neben den protektiven Mechanismen eines intakten respiratorischen Mikrobioms 

auf virale Atemwegsinfekte wurden jedoch auch Prozesse entdeckt, die eine 

vorausgehende bakterielle Kolonisation mit aggravierten viralen Folgeinfektionen 

in Verbindung bringen. 

Der Schweregrad und die Entzündungsantwort auf eine RSV Infektion konnte mit 

dem Vorkommen spezifischer bakterieller Cluster im Mikrobiom der oberen 

Atemwege assoziiert werden. Die Ergebnisse hierzu sind jedoch nicht 

durchgängig deckungsgleich. Während in einer Studie eine positive Korrelation 

zwischen dem Auftreten einer RSV-Infektion und dem Vorhandensein von 

Streptococcus und H. influenzae, sowie eine negative Korrelation zu S. aureus 

gefunden136 , korrelierte in einer vergleichbaren Studie eine H. influenzae 

Besiedelung der oberen Atemwege mit einer schwerwiegenderen RSV-Infektion 

während Streptococcus mit milderen Infektion in Zusammenhang gebracht 

werden konnte.137 

Eine Überrepräsentation von H. influenzae im Mikrobiom des Nasopharynx geht 

nicht nur mit einem schwerwiegenderen klinischen Verlauf der RSV-Infektion 

einher, sondern ist sowohl mit einer höheren Viruslast, als auch mit einer 

vermehrten proinflammatorischen Zytokinantwort (IL-8) verbunden.138 

 

Ursache für eine aggravierte Virusinfektion kann beispielweise die Expression 

viraler Eintrittsrezeptoren durch bakterielle Exposition des Wirtes sein. 
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Respiratorische Epithelialzellen exprimieren in vitro nach Infektion mit H. 

influenzae vermehrt ICAM-1(Interzelluläres Zelladhäsionsmolekül 1), welches als 

Eintrittsrezeptor für (Hauptgruppen)- Rhinoviren dient. Hierdurch kommt es zu 

einer vermehrten Bindung und Replikation von Rhinoviren der Majorgruppe 

(HRV-16), jedoch nicht von Minorgruppen-Rhinoviren (HRV-1B), die den LDL-

Rezeptor als Eintrittsrezeptor benutzen.139  

Es konnten auch Veränderungen der Immunantwort des Wirtes auf virale 

Infektion durch bakterielle Vorbehandlung gesehen werden. Eine Infektion mit H. 

influenzae verstärkte die inflammatorische Zytokinantwort von bronchialen 

Epithelzellen auf eine sekundäre virale Infektion mit RSV139 und HRV.140 Dieser 

Effekt wurde sogar dann beobachtet, wenn die Exposition mit H. influenzae vor 

der Virusinfektion beendet wurde.  

Zumindest für HRV scheint diese vermehrte inflammatorische Antwort teilweise 

auf hochregulierte Expression von TLR3 (toll-like receptor 3) zurückzuführen 

sein.  

Ebenfalls wurde gezeigt, dass auch P. aeruginosa in Coinfektion mit RSV zu 

einer vermehrten IL-6 und IL-8 Antwort führt, jedoch im Gegensatz zu H. 

influenzae nur bei simultaner, nicht jedoch bei sequentieller Coinfektion.141

  

Ob eine virale Atemwegsinfektion bei CF-Patienten schwerwiegender ausfällt, 

wenn diese auch mit P. aeruginosa infiziert sind ist bislang nicht endgültig 

geklärt.142  

In vitro konnte demonstriert werden, dass differenzierte primäre bronchiale 

Epithelialzellen von CF-Patienten bei sequentieller Coinfektion mit einem 

klinischen, mukoiden P. aeruginosa -Stamm und anschließender HRV-Infektion 

eine niedrigere Interferonantwort und eine höhere Viruslast haben als ohne 

vorangegangene bakterielle Infektion. Interessanterweise war jedoch bei 

Epithelialzellen von Nicht-CF-Patienten die Interferonantwort nach Coinfektion 

höher als bei rein viraler Infektion. Die für die Interferonantwort notwendige Akt- 

und IRF3- (interferon response factor 3) Phosphorylierung war durch die 

bakterielle Vorbehandlung in CF-Zellen, nicht jedoch in normalen Zellen 

gehemmt.143 
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Eine Kolonisation durch Pilze findet in der CF-Lunge ebenfalls häufig statt. 

Verschiedene Aspergillus spp. konnten aus CF-Lungen isoliert werden, 

insbesondere Aspergillus fumigatus, der mit einer Prävalenz von bis zu 57% 

auftritt.144,145 

Eine chronische Infektion mit A. fumigatus führt zu einer verschlechterten 

Lungenfunktion146, erhöht das Risiko einer chronischen P. aeruginosa Infektion 

und kann in Coinfektion mit diesem zu einer synergistischen, über einen rein 

additiven Effekt hinausgehenden Verschlechterung der CF-Lungenerkrankung 

führen.147 

Pseudomonas und Aspergillus können speziesübergreifende Biofilme bilden, 

was eine Rolle in der sehr schwierigen Eradikation dieser Infektionen spielt.144,148 

Auch die Ausbildung von Virulenzfaktoren von P. aeruginosa kann durch eine 

Coinfektion mit A. fumigatus moduliert werden – so ist im Zusammenspiel der 

beiden Erreger beispielsweise eine vermehrte Bildung bakterieller Proteasen 

beschrieben worden.149 

 

Die komplexen Interaktionen der verschiedenen Mikroorganismen untereinander 

und dem Wirt spielen aufgrund der Vielzahl der beteiligten Erreger in der CF-

Lunge eine herausragende Rolle, die bislang unzureichend untersucht ist. 
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1.6 Fragestellung 
 

Dem komplexen Netzwerk an Interaktionen zwischen bakteriellen 

Gemeinschaften der Atemwege, viralen Erregern und dem Wirt selbst wird 

zunehmend mehr Bedeutung beigemessen.  

Es ist bekannt, dass chronische Infektionen mit P. aeruginosa eine wichtige Rolle 

für den Verlauf der CF-Lungenerkrankung spielen. 

Außerdem stehen virale Erreger im Verdacht akute Exazerbationen bei CF-

Patienten auszulösen. 

Dennoch ist bislang nur unzureichend untersucht, welchen Einfluss eine 

chronische P. aeruginosa Infektion auf eine virale Atemwegsinfektion hat. 

 

In der vorliegenden Arbeit sollten deshalb folgende Fragen beantwortet werden: 

Kann eine chronische P. aeruginosa-Infektion die Antwort primärer bronchialer 

Epithelzellen auf eine Rhinovirus Infektion modulieren? Ist eine etwaige 

Modulation abhängig vom bakteriellen Phänotyp? 

Sind Unterschiede zwischen rein viralen Infektionen und bakteriell-viralen 

Coinfektionen in der Zytokin- und Interferonantwort feststellbar?  

Beeinflussen diese Unterschiede den Schweregrad einer Rhinovirus Infektion? 

Findet sich eine veränderte Viruslast bei coinfizierten Zellen im Vergleich zu rein 

viralen Infektionen?  

Unterscheiden sich die Zellen von CF- und NichtCF-Spendern in ihrer Reaktion 

auf bakteriell-virale Coinfektionen? 

 

  



 

 35 

2 Material 
 

2.1 Reagenzien und Verbrauchsmaterial 
 

Name Hersteller  
Amicon Ultra Centrifuge Filter 100K  Merck 

Amicon Ultra Centrifuge Filter 30K  Merck 

Anti-Mucin 5AC antibody  Abcam 

Antibiotic Antimycotic Solution  Sigma 

Aspirationspipette 2 ml Corning  

Blutagarplatte ThermoFisher 

Bovines Typ I/III Kollagen PureCol Sigma 

BPE (Bovine Pituitary Extract) ThermoFisher 

BSA (Bovines Serumalbumin), niedriger Endotoxin-Gehalt Sigma 

Cellstar Tube Reaktionsgefäß  50 ml Greiner Bio-one 

Cellstar Tube Reaktionsgefäß 15 ml Greiner Bio-one 

Chloramphenicol  Sigma 

Costar 96-Well Assay Platte Corning 

DMEM  Thermo Fisher  

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma 

DPBS (Dulbecco's phosphatgepufferte Salzlösung) Thermo Fisher 

ECL-Detektionsreagenz GE Healthcare 

Life Sciences  

EGF Recombinant Human Protein ThermoFisher 

Ethanol 100%  Sigma 

Ethanol 70% vergällt Carl Roth 

Fötales Kalbsserum (FCS) Sigma 

Gentamicin Lonza 

Heparin Lösung Stemcell 

Technologies 

Humanes Fibronectin VWR 



 

 36 

Hydrocortison Stemcell 

Technologies 

Isoproterenol Sigma 

Keratinocyte-SFM  ThermoFisher 

Messküvetten Tischphotometer Sarstedt 

MicroAmp Fast-96-Well Reaction Plate Life 

technologies  

Mikroreaktionsgefäß 1,5 ml Sarstedt 

Mikroschraubröhre 2 ml Sarstedt 

Multiply Pro Gefäß 0,2 ml Sarstedt 

MycoZap Plus-PR Lonza 

Nitrozellulosemembran GE Healthcare 

Life Sciences  

Paraformaldehyd VWR 

Penicillin-Streptomycin Sigma 

PneumaCult ALI 100x Supplement Stemcell 

Technologies 

PneumaCult ALI 10x Supplement Stemcell 

Technologies 

PneumaCult ALI Basal Medium Stemcell 

Technologies 

PneumaCult Ex 50x Supplement Stemcell 

Technologies 

PneumaCult Ex Basal Medium Stemcell 

Technologies 

Primärantikörper Kaninchen-anti-Cytokeratin 5 BioLegend 

Primärantikörper Kaninchen-anti-p63 Abcam 

Primärantikörper Maus-anti-TE7 Sigma 

ProLong Diamond Antifade mit DAPI ThermoFisher 

Protease XIV Sigma 

SBTI (Soy Bean Trypsin Inhibitor) Sigma 

Sekundärantikörper AlexaFluor 488(grün) Ziege-anti-Maus ThermoFisher 
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Sekundärantikörper AlexaFluor 555(rot) Ziege-anti-

Kaninchen 

ThermoFisher 

Stabpipette Costar Stripette 10 ml Corning  

Stabpipette Costar Stripette 25 ml Corning  

Stabpipette Costar Stripette 5 ml Corning  

Sterilfilter, Porengröße 0,2 µm Sigma 

TipOne Pipettenspitzen 1 ml  TipOne 

TipOne Pipettenspitzen 10 µl TipOne 

TipOne Pipettenspitzen 20 µl TipOne 

TipOne Pipettenspitzen 200 µl TipOne 

Tobramycin Sigma 

Transwell TC-Inserts Sarstedt 

Triton X-100 Detergent AppliChem  

Trypsin Lonza 

Tween 20 Sigma 

Vancomycin  Sigma 

Zellkulturflasche 250 ml, 75 cm2, Filterverschluss Greiner Bio-one 

Zellkulturflasche 50 ml, 25 cm2, Filterverschluss Greiner Bio-one 

Zellkulturflasche 550 ml, 175 cm2, Filterverschluss Greiner Bio-one 

 

2.2 Kits 
 

Name Funktion Hersteller 
Cytometric Bead Array (CBA) Human Soluble 

Protein Master Buffer Kit  

CBA Buffer 

Kit 
BD 

Human IFN-γ Flex Set  CBA Kit BD  

Human IL-10 Flex Set CBA Kit BD 

Human IL-1β Flex Set  CBA Kit BD 

Human IL-6 Flex Set  CBA Kit BD 

Human IL-6 Uncoated ELISA IL-6 Elisa Invitrogen  

Human IL-8 Flex Set  CBA Kit BD 

Human IL-8 Uncoated ELISA IL-8 Elisa 
Invitrogen 
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Human IP-10 Flex Set  CBA Kit BD 

Human TGF-β1 Single Plex Flex Set CBA Kit BD 

Human TNF-α Flex Set  CBA Kit BD 

iScript gDNA Clear cDNA Synthesis Kit 
cDNA 

Synthese 
BioRad 

peqGOLD Total RNA Kit RNA Isolation 
peqlab 

(VWR) 

SsoAdvanced Universal Probes Supermix  qPCR BioRad 

Western Blotting-Detektionsreagenz Amersham™ 

ECL™ Prime 
DotBlot VWR 

 

2.3 Zellkulturmedien 
 

Medium zur Isolation primärer bronchialer Epithelialzellen (pBEC): KSFM 

complete: 

Inhaltsstoffe Menge 

  50 ml 

Antibiotic/Antimycotic (10,000 units/ml penicillin, 10 mg/ml 

streptomycin, and 25 μg/ml, Amphotericin B)  
500 μl 

BPE 1,25 mg 

Chloramphenicol (50 mg/ml) 5 μl 

EGF 10 ng 

Gentamicin (50 mg/ml) 100 μl 

Isoproterenol 50 μg 

Keratinocyte-SFM 
auf 50 ml 

aufgefüllt 

MycoZap 100 μl 

Tobramycin (50 mg/ml) 100 μl 

Vancomycin (100 mg/ml) 50 μl 
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Expansionsmedium Air Liquid Interface Zellkulturen: PneumaCult Ex complete: 

Inhaltsstoffe Menge  
50 ml 

Hydrocortison Stock Lösung  50 µl 
PneumaCult Ex 50x Supplement 1 ml 

PneumaCult Ex Basal Medium auf 50 ml 
aufgefüllt 

 
Nährmedium Air Liquid Interface Zellkulturen: PneumaCult ALI complete: 

Inhaltsstoffe Menge  
50 ml 

Heparin Lösung 100 µl 
Hydrocortison Stock Lösung  250 µl 
PneumaCult ALI 100x Supplement 500 µl 
PneumaCult ALI 10x Supplement 5 ml 

PneumaCult ALI Basal Medium auf 50ml 
aufgefüllt 

 

Antibiotikahaltiges Nährmedium Air Liquid Interface Zellkulturen: PneumaCult 

ALI complete +: 

Inhaltsstoffe Menge  
50ml 

MycoZap 100 µl 
Penicillin-Streptomycin 500 µl 

PneumaCult ALI complete auf 50ml 
aufgefüllt 

 

Nährmedium für HeLa Ohio Zellen: DMEM + 10 % FCS: 

Inhaltsstoffe Menge 
 500 ml 
DMEM 450 ml 
FCS 50 ml 

 

Nährmedium für HeLa Ohio Zellen während Infektion: DMEM + 2 % FCS: 

Inhaltsstoffe Menge  
500 ml 

DMEM 490 ml 
FCS 10 ml 
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Skim milk tryptone glucose glycerol- (STGG) Medium: 

Inhaltsstoffe Menge 

H2O 100 ml 
TSB 3 g 
Glukose 0,5 g 
Glycerin 10 ml 
Magermilchpulver 2 g 

 

 

2.4 Zubereitete Reagenzien 
 

Beschichtungslösung zur Beschichtung der ALI-Transwellmembran und 

Zellkulturflaschen: 

Inhaltsstoffe Menge  
10 ml 

BSA 1 mg/ml 100 µl 
DPBS  9,7 ml 
Humanes Fibronectin 1 mg/ml 100 µl 
Kollagen PureCol 3 mg/ml 100 µl 

 

Antibiotikahaltige Spüllösung für die Isolation der pBECs (PBS+): 

Inhaltsstoffe Menge  
500 ml 

DPBS  494 ml 
MycoZap 1 ml 
Penicillin-Streptomycin 5 ml 

 
Gefrierlösung zum Einfrieren der pBECs: 

Inhaltsstoffe Menge  
10 ml 

BPE 3 mg 
DMSO 1 ml 
Keratinocyte-SFM 9 ml 
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Waschlösung für Dotblot (TBS-T): 

Inhaltsstoffe Konzentration 
H2O 

 

NaCl  150 mM 

Tris-HCl pH 7,5 100 mM 

Tween-20 0,1 % 

 

2.5 Software 
 

Name Funktion Version Hersteller 
ImageJ Bildbearbeitung 2.0.0-rc-

69/1.52p 

Wayne Rasband 

(NIH), public domain 

Prism 8 for Mac 

OS  

Grafik- und 

Statistikprogramm 

8.3.0 Graphpad 

Biorender.com Illustration   biorender 

AxioVision   Mikroskop  4.8.2 Zeiss 

StepOne 

Software 

qPCR 

Datenauswertung 

2.3 life technology 

(ThermoFisher 

Scientific) 

 

2.6 Geräte 
 

Gerätename Funktion Hersteller  

Analog Vortex Mixer Vibrationsmischer  VWR 

Biofuge fresco Mikroliterzentrifuge Thermo Scientific 

Heraeus 

Centrifuge 5804 R Zentrifuge Eppendorf 

Fusion Fx Geldokumentations- 
system 

Vilber 
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Kombischüttler KL 2 Tischschüttler Edmund Bühler  

Nanodrop ND-1000 Spektrophotometer Peqlab (VWR) 

PCR Workstation Pro PCR Arbeitsplatz VWR 

PerfectSpinP Plattenzentrifuge Peqlab (VWR) 

PIPETMAN L P1000L, 

100-1000 µL, Metal 

Ejector 

Pipette Gilson 

PIPETMAN L P200L, 20-

200 µL, Metal Ejector 

Pipette Gilson 

PIPETMAN L P20L, 2-20 

µL, Metal Ejector 

Pipette Gilson 

PIPETMAN L P2L, 0.2- 2 

µL, Metal Ejector 

Pipette Gilson 

Reax 2000 Vibrationsmischer Heidolph 

Sprout Minizentrifuge Minizentrifuge Biozym 

StepOnePlus Real-Time 

PCR System 

qPCR Applied Biosystems  

Thermomixer compact Thermomixer Eppendorf 

 

2.7 PCR Assays 
 

Ziel Funktion Sequenz (5‘-3‘) Hersteller 

GAPDH Vorwärts-
primer ATTCCACCCATGGCAAATTC IDT 

GAPDH  Rückwärts
-primer CGCTCCTGGAAGATGGTGAT IDT 

GAPDH  Sonde JOE-CGTTCTCAGCCTTGACGGTG 
CCA-BHQ1 IDT 

HRV Vorwärts-
primer GGTGTGAAGAGCCGCGTG Sigma-Aldrich 
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HRV Rückwärts
-primer CAAAGTAGTCGGTCCCATCC Sigma-Aldrich 

HRV Sonde FAM-TCCTCCGGCCCCTGAATGTG 
G-BHQ1 Sigma-Aldrich 

HRV gBlock/ 
Standard   IDT 

IL 6 Vorwärts-
primer GGTACATCCTCGACGGCATCT IDT 

IL 6 Rückwärts
-primer GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC IDT 

IL 6 Sonde 
TGTTACTCT-ZENQ-
TGTTACATGTCTCCTTTCTCAGGG
CT-IowaBlackFQ 

IDT 

IL 8 Vorwärts-
primer CTGGCCGTGGCTCTCTTG Sigma-Aldrich 

IL 8 Rückwärts
-primer TTAGCACTCCTTGGCAAAACTG Sigma-Aldrich 

IL 8 Sonde FAM-CCTTCCTGATTTCTGCAGCT 
CTGTGTGAA-BHQ1 

Sigma-Aldrich 

IL 1b Vorwärts-
primer CTTCGAGGCACAAGGCACAA Sigma-Aldrich 

IL 1b Rückwärts
-primer TTCACTGGCGAGCTCAGGTA Sigma-Aldrich 

IL 1b Sonde FAM-TCTGCCATGGCTGCTTCAGA 
CACT-BHQ1 Sigma-Aldrich 

Interferon 
beta 

Vorwärts-
primer CGCCGCATTGACCATCTA Sigma-Aldrich 

Interferon 
beta 

Rückwärts
-primer 

TTAGCCAGGAGGTTCTCAACAATA
GTCTCA Sigma-Aldrich 

Interferon 
beta Sonde FAM-TCAGACAAGATTCATCTAGC 

ACTGGCTGGA-BHQ1 Sigma-Aldrich 

Interferon 
lambda 1 

Vorwärts-
primer GGACGCCTTGGAAGAGTCACT Sigma-Aldrich 

Interferon 
lambda 1 

Rückwärts
-primer AGAAGCCTCAGGTCCCAATTC Sigma-Aldrich 

Interferon 
lambda 1 Sonde FAM-AGTTGCAGCTCTCCTGTCTT 

CCCCG-BHQ1 
Sigma-Aldrich 

ISG 15 Vorwärts-
primer CCTCTGAGCATCCTGGTGAG  Sigma-Aldrich 
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ISG 15 Rückwärts
-primer CGAAGGTCAGCCAGAACAGG Sigma-Aldrich 

ISG 15 Sonde FAM-ATCCTGGTGAGGAATAACAA 
GGGCC-BHQ1 

Sigma-Aldrich 

MX 1 Vorwärts-
primer CAGCCTGCTGACATTGGGTA Sigma-Aldrich 

MX 1 Rückwärts
-primer CCACATTACTGGGGACCACC Sigma-Aldrich 

MX 1 Sonde FAM-CCACATTACTGGGGACCACC 
-BHQ1 Sigma-Aldrich 

OASL Vorwärts-
primer TGAGGCAGGAGCATTTCCAG Sigma-Aldrich 

OASL Rückwärts
-primer CTCCTGAGAACCGTGCCATT Sigma-Aldrich 

OASL Sonde FAM-AAGGAGCCCACCTTGACTAC 
C-BHQ1 

Sigma-Aldrich 

RSAD 2 Vorwärts-
primer ATCCTTTGTGCTGCCCCTTG Sigma-Aldrich 

RSAD 2 Rückwärts
-primer CTTGCCCAGGTATTCTCCCC Sigma-Aldrich 

RSAD 2 Sonde FAM-CTTGCCCAGGTATTCTCCC 
C-BHQ1 Sigma-Aldrich 

 

2.8 Primäre Zellen 
 

Interne 
SpenderID 

Grunderkrankung Alter Geschlecht 

MHH 001A Emphysem 58 w 

MHH 005 Emphysem 49 w 

MHH 006 Emphysem 57 m 

MHH 009A CF 31 m 

MHH 004 CF 42 m 

MHH 015 CF 33 w 
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2.9 Bakterien, Viren und Zelllinie 
 

Name Typ Herkunft 
Pseudomonas 

aeruginosa, 

NM1967 

nicht-mukoider 

Phänotyp 

Mikrobiologie 

Universitätsklinikum Frankfurt 

Pseudomonas 

aeruginosa, M1967 

mukoider Phänotyp Mikrobiologie 

Universitätsklinikum Frankfurt 

HRV-16 Majorgruppen 

Rhinovirus 

ATCC 

HRV-1B Minorgruppen 

Rhinovirus 

Departement of Medical 

Microbiology,  

Maastricht Medical Center 

HeLa Ohio Strain Zelllinie Sigma 

 

3 Methoden 
 

3.1 Zellkultur 
 

Alle Zellkulturarbeiten wurden durchgängig an der biologischen 

Sicherheitswerkbank durchgeführt. 

3.1.1 Beschichtung Zellkulturflaschen und Transwell®-Inserts 
 

Steril filtrierte Beschichtungslösung wurde auf den Zellkulturflaschenboden, 

beziehungsweise die apikale Seite der Transwell®-Inserts gegeben, sodass die 

gesamte Fläche bedeckt war. Anschließend erfolgte die Inkubation für 

mindestens 2 h, maximal über Nacht bei 37°C, 5% CO2 im Brutschrank. Danach 

wurden die vorbeschichteten Flaschen und Inserts entweder unmittelbar benutzt 

oder in Plastikfolie verpackt bei 4 °C zur späteren Benutzung (maximal 72 h) 

gelagert. 
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3.1.2 Isolation und Anzucht primärer bronchialer Epithelialzellen (pBECs) 
 

Lungengewebe zur Isolation von pBECs wurde von der Lungengewebebank des 

Instituts für Pathologie der Medizinischen Hochschule Hannover (Prof. Dr. med. 

Danny Jonigk) zur Verfügung gestellt. Für die Überlassung des humanen 

Lungengewebes und die Versuche dieser Dissertation bestand ein positives 

Ethikvotum der Ethikkommission der Medizinischen Hochschule Hannover (Nr. 

2700-2015: Charakterisierung von Zytokinprofilen und Wirtsreaktion in akuten 

und chronischen Infektionen der Lunge). Das Gewebe wurde im Rahmen von 

Lungentransplantationen explantiert und zunächst im Institut für Pathologie der 

Medizinischen Hochschule Hannover aufgearbeitet. Dort wurden einzelne 

Bronchialringe zugeschnitten und für den Transport gekühlt in RPMI + 

Penicillin/Streptomycin in einem 50 ml Reaktionsgefäß gelagert. Der Versand 

erfolgte mittels Übernachtexpress. Die Isolation der pBECs erfolgte durch uns 

24-48 Stunden nach Explantation. 

Das Gewebe wurde hierfür aus dem Transportgefäß entnommen und mit 20 ml 

antibiotika-haltiger Spüllösung PBS+ in eine 100 mm Zellkulturschale gegeben. 

Überschüssiges Gewebe um den Bronchialring wurde entfernt und der 

Bronchialring mit PBS+ abgespült. Der Bronchialring wurde nun aufgeschnitten, 

wenn dies nicht bereits durch die Pathologie der Medizinischen Hochschule 

Hannover erfolgt war. Anschließend wurde das Gewebe in einen 50 ml Falcon 

mit 10 ml Protease XIV-Lösung gegeben. In den Fällen, in denen mehr als ein 

Bronchialring eines Patienten eingesandt wurde, erfolgte die Aufteilung auf 

mehrere Falcons.  

Nun erfolgte die Inkubation im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO2 für zwei Stunden. 

Dann wurde das Gewebe erneut mit 10 ml PBS+ in eine 100 mm Zellkulturschale 

gegeben. Anschließend wurde an der Innenseite des Bronchialrings 

(Bronchialwand) vorsichtig mit einer geschlossenen stumpfen Schere gekratzt 

bis die PBS+ Lösung durch die abgelösten Zellen wolkig eingetrübt war. Die 

Zelllösung wurde in einen Falcon transferiert und die Zellkulturschale zweimal mit 

jeweils 10 ml PBS+ gespült. Die Spüllösung wurde ebenfalls in den Falcon 

gegeben um möglichst alle abgelösten Zellen weiter zu verarbeiten. Das restliche 

Gewebe wurde zu diesem Zeitpunkt verworfen. Die Zellsuspension wurde nun 

bei 23 °C, 112 rcf für fünf Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde 
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abgeschüttet, das Zellpellet in 10 ml PBS+ gelöst und erneut zentrifugiert (112 

rcf, 5 min, 23 °C). Anschließend wurde der Überstand erneut abgeschüttet und 

das Zellpellet nun in 12 ml KSFM complete Medium aufgenommen.  

Die Zellsuspension wurden dann in eine vorbeschichtete 250 ml Zellkulturflasche 

gegeben und bei 37 °C, 5% CO2 inkubiert. Es erfolgte alle 2-3 Tage ein 

Mediumwechsel. Hierfür wurde zunächst das alte Medium abgenommen, die 

Zellschicht anschließend mit 10 ml PBS+ gewaschen und dann erneut KSFM 

complete zugegeben. Im Verlauf von 7-10 Tagen war die Zellkulturflasche 

konfluent mit Zellen bedeckt. Die Zellen konnten nun zur späteren Verwendung 

eingefroren werden, ein Teil wurde zu diesem Zeitpunkt zur 

immunhistochemischen Charakterisierung genutzt.  

 

3.1.3 Ablösen pBECs und Zellzählung 
 

Zum Einfrieren und Charakterisieren war es zunächst notwendig die Zellen von 

der Zellkulturflasche zu lösen. Hierfür wurde zunächst das Medium entfernt und 

die Zellen mit 10 ml PBS+ gewaschen. Dann wurde bei Raumtemperatur 2 ml 

Trypsinlösung zugegeben und bis zum Ablösen der Zellen vom 

Zellkulturflaschenboden (ca. 10 min) gewartet. Anschließend erfolgte die 

Neutralisierung des Trypsins mittels Zugabe von 4 ml SBTI. Danach wurde die 

Suspension zentrifugiert (112 rcf, 5 min, 23 °C), der Überstand abgeschüttet und 

die Zellen in 10 ml KSFM complete resuspendiert. 

Nun erfolgte eine Zählung der Zellen mittels Neubauer Zählkammer. Es wurden 

jeweils vier Kammern mit 0,1 mm3 Volumen ausgezählt. 

 

3.1.4 Einfrieren pBECs 
 

Zum Einfrieren der pBECS wurde die Zellsuspension erneut zentrifugiert (112 rcf, 

5 min, 23 °C) und in Gefrierlösung gebracht, sodass sich in 1 ml Suspension 

1,7x105 Zellen befanden. Dann wurde jeweils 1 ml in ein 1,5 ml-Kryo-

Lagerungsröhrchen gegeben und diese in einem Mr. FrostyTM Gefrierbehälter 

über Nacht in einen -80 °C Gefrierschrank gegeben um eine Abkühlung von  
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1 °C/Minute zu erzielen. Am Folgetag wurde das Lagerungsfläschchen in einen 

Kryokanister mit flüssigem Stickstoff zur Kryokonservierung überführt. 

 

3.1.5 Immunhistochemische Charakterisierung pBECs 
 

Für die immunhistochemische Charakterisierung wurden 60 µl der 

resuspendierten Zelllösung in 6 ml KSFM complete verdünnt und anschließend 

hiervon jeweils 500 µl auf vorbeschichtete Deckgläser mit 15 mm Durchmesser 

in eine 24-well Platte gegeben. Nachdem die Zellschicht eine Dichte von 50 % 

erreicht hatten, konnten sie zunächst fixiert und anschließend 

immunhistochemisch gefärbt werden (Tabelle 1) 

Zunächst erfolgte hierfür die Abnahme des Mediums, anschließend wurden drei 

Waschschritte mit jeweils 1 ml PBS/well durchgeführt. Dann erfolgte die Fixierung 

mit 1 ml/well 4 % Formaldehyd für 15 min. Anschließend wurden die Zellen drei 

Mal mit PBS gewaschen und mit 1 ml/well 0,1 % Triton X-100 für 15 min 

permeabilisiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS erfolgte das 

Auftragen jeweils eines Primärantikörpers. Die Antikörper waren in 1 % BSA-PBS 

gelöst. Es folgte eine Inkubation über Nacht bei 4 °C. Am Folgetag erfolgten 

zunächst drei Waschvorgänge mit 1 ml/well PBS. Anschließend wurden die 

Sekundärantikörper aufgetragen, welche ebenfalls in 1 % BSA-PBS gelöst 

waren. Danach erfolgte für eine Stunde eine Inkubation im Dunkeln. 
 

 

Tabelle 1: Antikörper zur immunhistochemischen Charakterisierung pBECs 

 

Nach abgeschlossener Inkubation des Sekundärantikörpers, wurde erneut 

dreimalig mit 1 ml/well PBS gewaschen. Dann wurden zur Gegenfärbung und 

Fixierung der gefärbten 15 mm Deckgläschen auf Objektträgern alle Proben mit 

einem Tropfen ProLongTM Diamond Antifade Mountant with DAPI (enthält DAPI 

zur DNA-Kernfärbung) behandelt und das Deckgläschen auf einen Objektträger 

aufgebracht. Es erfolgte anschließend eine Trocknung über Nacht. Der zur 

Primärantikörper Verdünnung Sekundärantikörper Verdünnung
Rabbit-anti-p63 1:1000 Alexa 555(rot) goat-anti-rabbit 1:1000
Rabbit-anti-Cyt5 1:1000 Alexa 555(rot) goat-anti-rabbit 1:1000
Mouse-anti-TE7 1:500 Alexa 488(grün) goat-anti-mouse 1:1000
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Kernfärbung genutzte 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Fluoreszenzfarbstoff 

fluoreszierte bei Anregung im sichtbaren Bereich blau.  

Cytokeratin 5 ist ein wichtiger Epithelzellmarker und diente zur Einordnung der 

Zellen aus epithelialem Ursprung. Durch die Kombination mit dem 

Zweitantikörper AlexaFluor 555 wurde Cytokeratin 5 in rot dargestellt. Um 

sicherzustellen, dass es sich um basale Zellen handelt, die im Verlauf 

differenzieren können, erfolgte eine Markierung von p63. Da hierbei ebenfalls 

AlexaFluor 555 als Zweitantikörper eingesetzt wurde, fluoresziert es ebenfalls in 

rot. Um eine Kontamination mit Fibroblasten auszuschließen, wurde der 

Antikörper TE-7 eingesetzt, der gegen mesenchymale Zellen gerichtet ist. Die 

Zweitmarkierung erfolgte mittels Alexa 488, welches in grün fluoresziert. 

 

3.1.6 Kultur und Differenzierung pBECs 
 

Zur Kultivierung der pBECS wurden zunächst 1,7x105 Zellen, entsprechend 

einem Kryolagerungsfläschchen, aus dem Flüssigstickstofftank entnommen und 

aufgetaut. Die Zellen wurden dann in eine vorbeschichtete 25 ml Zellkulturflasche 

mit 5 ml PneumaCultEx complete Medium gegeben und bei 37°C, 5% CO2 

kultiviert. 

Der erste Mediumwechsel erfolgte sobald die Zellen angeheftet waren, 

spätestens nach 24 Stunden, die folgenden Wechsel des Mediums alle zwei bis 

drei Tage. Wenn die Zellen eine Konfluenz von 80% erreicht hatten, was nach 

drei bis fünf Tagen der Fall war, wurden sie in eine größere Zellkulturflasche 

umgesetzt. Hierfür wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 5 ml PBS 

gewaschen. Dann erfolgte bei Raumtemperatur eine Zugabe von 2 ml 

Trypsinlösung und unter leichtem Schütteln und Klopfen lösten sich die Zellen 

nach etwa 5-10 Minuten. Dann erfolgte die Neutralisierung des Trypsins mittels 

Zugabe von 4 ml SBTI. Danach wurde die Lösung zentrifugiert (112 rcf, 5 min, 

23 °C), der Überstand abgeschüttet und die Zellen in 10 ml PneumaCultEx 

complete Medium resuspendiert. Nun erfolgte die Kultivierung wie zuvor. War in 

dieser Flasche eine Konfluenz von 80% erreicht, was erneut drei bis fünf Tage in 

Anspruch nahm, konnten die Zellen in Transwell®-Inserts ausgesät werden.  
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Es erfolgte hierzu zunächst ein Ablösen der Zellen wie zuvor beschrieben. Dann 

wurde die Zellsuspension zentrifugiert (112 rcf, 5 min, 23 °C), der Trypsin-SBTI-

Überstand abgekippt und die Zellen in 3 ml PneumaCultEx complete Medium 

resuspendiert. Anschließend wurde eine Zellzählung mittels Neubauer 

Zählkammer durchgeführt. Entsprechend der Zählung wurden 40000 

Zellen/Insert in 500 µl PneumaCultEx complete Medium im Insert (apikal) 

ausgesäht und 1,5 ml Medium im Well (basal) zugegeben. 

Die zunächst also noch apikal mit Medium bedeckten Zellen expandierten unter 

diesen Bedingungen im Verlauf von drei bis fünf Tagen zu einer vollständigen 

Konfluenz. Es erfolgte während diesem Zeitraum ein Wechsel des 

PneumaCultEx complete Mediums apikal und basal alle zwei bis drei Tage.  

Nach Erreichen von 100% Konfluenz wurde das Medium geändert. Hierzu wurde 

zunächst das PneumaCultEx complete Medium apikal abgenommen, dann apikal 

500 µl PBS zugegeben, danach PneumaCultEx complete basal abgenommen 

und 1 ml PneumaCult ALI+ zugegeben. Danach erfolgte die Abnahme des PBS 

apikal, sodass nun von der Apikalseite Luftkontakt zu den Zellen bestand (Air-

Liquid-Interface, ALI). Unter diesen Bedingungen kam es im Verlauf der 

folgenden drei bis vier Wochen zu einer Differenzierung der basalen bronchialen 

Epithelialzellen. Es erfolgte alle zwei bis drei Tage ein Mediumwechsel und ein 

apikales Waschen der Zellen mit PBS. Zudem wurde immer gleichzeitig mit den 

Mediumwechsel eine transepitheliale Widerstandsmessung durchgeführt. Nach 

etwa drei Wochen zeigten sich erste zilientragende Zellen. Ab diesem Zeitpunkt 

wurde das Medium von antibiotikahaltigem PneumaCultALI+ auf antibiotikafreies 

PneumaCultALI gewechselt, sodass die Zellen vor Beginn der 

Infektionsexperimente mindestens fünf Tage keinem Antibiotikum ausgesetzt 

waren. Eine vollständige Differenzierung mit flächigen Zilienbewegungen war 

nach etwa vier Wochen zu sehen. 

 

 
Abbildung 3: Differenzierung pBECs in ALI 
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3.1.7 Messung des transepithelialen Widerstandes  
 

Die Messung des transepithelialen Widerstandes (transepithelial electrical 

resistance, TEER) ist eine bewährte Methode zur quantitativen Bestimmung des 

interzellulären Zusammenhalts. Der TEER dient als Indikator einer verbundenen 

Zellschicht. Er steigt durch Ausbildung von tight junctions und indirekt durch die 

Differenzierung der Zellen in ALI-Zellkultur an.150 

Während der Differenzierungsphase der Zellen in der ALI-Zellkultur wurde bei 

jedem Mediumwechsel eine TEER-Messung durchgeführt. Dafür wurden 

zunächst 500 µl PBS apikal zugegeben, danach das Medium basal entfernt und 

durch 1 ml PBS ersetzt. Anschließend erfolgte ein apikales Waschen. Mittels 

mehrfacher Spülung der apikalen Flüssigkeit durch Aufnahme und Abgabe durch 

eine Pipette konnten apikale Zellsekretionen und Debris entfernt werden. Die 

apikale Flüssigkeit wurde dann verworfen und erneut 500 µl frisches PBS 

zugegeben. Der gesamte Waschvorgang wurde dreimal wiederholt. Nach dem 

letzten Waschvorgang waren 500 µl PBS in der apikalen Kammer und 1 ml PBS 

in der basalen Kammer. Parallel wurden die Elektroden des TEER-Messgerätes 

für 5 min in 70% Ethanol desinfiziert und anschließend mehrfach in PBS getaucht 

um Ethanol-Reste zu entfernen. Dann wurden die Elektroden des Messgerätes 

so platziert, dass die kürzere Messelektrode im Insert und damit knapp oberhalb 

der apikalen Seite der Zellmembran und die längere Elektrode außerhalb des 

Inserts lag. Vom gemessenen Widerstand wurde ein ebenfalls gemessener 

Leerwert abgezogen. Dieser wurde bestimmt, indem die TEER Messung wie 

oben beschrieben mit 500 µl PBS in der apikalen Kammer und 1 ml PBS in der 

basalen Kammer an einem Transwell®-Insert ohne Zellen durchgeführt wurde. 

Zur Berechnung des Widerstandes pro Fläche wurde das Ergebnis mit einem 

Ausgleichfaktor multipliziert, der die Fläche der Transwell®-Insert-Membran 

berücksichtigte. 

 

(RInsert - RLeerwert) x 1,1/cm2 
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3.1.8 Verifizierung der Mukusbildung mittels Dotblot 
 

Um die zunehmende Differenzierung zu mukus-bildenden Becherzellen und die 

damit einhergehende zunehmende Mukusproduktion nachweisen zu können 

wurde die im Verlauf beginnende und ansteigende Produktion des Glykoproteins 

Mucin5AC mittels Dotblot dargestellt. Hierfür wurde an den Tagen 3, 10, 17 und 

24 nach Beginn des ALI, vor dem normalen apikalen Waschen der Zellen, mit 

jeweils 100 µl PBS gespült und die Spülflüssigkeit asserviert (bei -20°C). Nach 

dem Auftauen wurden jeweils 10 µl auf eine Amersham Protran 

Nitrocellulosemembran aufgetragen und 10 Minuten trocknen lassen. 

Anschließend wurden unspezifische Bindungsstellen auf der Membran mit 3% 

BSA+TBS-T für 1 h abgesättigt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit gegen 

das Zielprotein gerichtete Anti-Mucin5AC-Antikörper (1:250) für 1 h bei 

Raumtemperatur. Anschließend wurde die Membran dreimal für 10 Minuten mit 

TBS-T gewaschen. Danach wurde der Zweitantikörper aufgetragen (Goat-anti-

Mouse, 1:5000), welcher spezifisch an die Fc-Region des Erstantikörpers bindet 

und das Reporterenzym Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) 

enthält. Anschließend erneut drei Waschschritte mit TBS-T für jeweils 10 

Minuten. Hiernach erfolgte die Entwicklung. Dafür wurde zunächst ECL-

Detektionsreagenz, welches von HRP umgesetzt wird hinzugegeben und für 1 

Minute inkubiert. Im Geldokumentationssystem Fusion Fx wurde das Ergebnis 

detektiert und dokumentiert. 

 

3.1.9 Bestimmung der Zellzahl im Transwell-Insert 
 

Hierfür wurde in ein mit ausdifferenzierten Zellen bedecktes Transwell-Insert 250 

µl Trypsin gegeben. Nach 10 Minuten Inkubation und mehrfachem Abspülen der 

Transwell-Membran wurde das Trypsin mit der doppelten Menge SBTI 

neutralisiert. Anschließend Zellzählung in Neubauer Zählkammer. 
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3.2 Bakterien 

3.2.1 Anzucht auf Blutagar 
 

Zur Anzucht für Experimente und zur Vervielfältigung wurden die P. aeruginosa-

Stämme von -80 °C auf Eis aufgetaut. Es wurde mittels ausgeglühter Impföse 

jeweils eine bis zwei Ösen Bakterienlösung auf eine Blutagarplatte gebracht und 

mittels 3-Ösen-Vereinzelungsausstrich ausgestrichen. Es erfolgte dann eine 

Inkubation bei 37 °C über Nacht.  

 

3.2.2 Vervielfältigung und Lagerung der Bakterien 
 

Zur Vermehrung der Bakterien wurden sie wie oben beschrieben angezüchtet. 

Zur Lagerung wurde 1 ml steriles STGG-Medium in einem 1,5 ml Kryo-

Lagerungsfläschchen mit 3 Ösen Bakterien einer Blutagar-Übernachtkultur 

angeimpft. Die Suspension wurde daraufhin sorgfältig gemischt und 

anschließend bei -80 °C eingefroren. 

 

3.2.3 Einstellung der Bakterienkonzentration 
 

Zur reproduzierbaren Einstellung der Multiplizität der Infektion (MOI) musste die 

Anzahl der Bakterien bekannt sein, welche in dem jeweiligen Experiment 

eingesetzt werden sollte. 

Hierfür wurde zunächst für jeden Stamm einzeln die Bakterienkonzentration einer 

Bakterienlösung mit einer festgelegten optischen Dichte mittels Tischphotometer 

bestimmt. Dafür wurden von einer Blutagar-Übernachtkultur des jeweiligen 

Bakterienstamms mehrere Ösen mittels ausgeglühter Impföse in 10 ml steriles 

PBS in einen 15 ml Falcon übertragen. Anschließend wurde gemischt und 

zentrifugiert (1000 rcf, 5 min, 23 °C). Da insbesondere bei den mukoiden 

Pseudomonasstämmen nach der Zentrifugation über dem Bakterienzellpellet 

eine Alginatschicht sichtbar wurde erfolgte bei allen Bakterienstämmen ein 

Herauswaschen dieser nicht-zellhaltigen Anteile. Hierzu wurde das Pellet drei 

Mal mit PBS gewaschen. Anschließend wurde das Bakterienzellpellet in PBS 
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gelöst. Zur Bestimmung der optischen Dichte wurden 0,5 ml dieser 

Bakterienlösung in eine Messküvette gegeben. Die Absorption eines Lichtstrahls 

mit einer Längenwelle von 600 nm wurde gemessen. Von diesem Wert wurde ein 

zuvor mit PBS gemessener Leerwert subtrahiert. Das Ergebnis entspricht der 

optischen Dichte OD600. Je nach Ergebnis der photometrischen Messung wurde 

die initiale Bakterienlösung soweit weiter verdünnt und repetitiv gemessen bis die 

OD600= 0,4 war. 

Zur Bestimmung der Bakterienkonzentration wurde die auf OD600= 0,4 

eingestellte Bakterienlösung 1:105 mit PBS verdünnt und 100 µl der verdünnten 

Lösung auf einer Blutagarplatte mittels Drigalskispatel ausplattiert. Nach 

Inkubation über Nacht erfolgte die Zählung der Einzelkolonien. Dies wurde für 

jeden Bakterienstamm dreimal durchgeführt und der Mittelwert der Messungen 

gebildet. 

 

3.3 Viren 

3.3.1 Anzucht der Rhinoviren 
 

Für die Anzucht von Rhinovirus HRV-1B und HRV-16 erfolgte zunächst die 

Aussaat von HeLa Ohio Zellen in Zellkulturflaschen mit DMEM + 10% FCS 

Medium. Nachdem die Zellen eine Konfluenz von 70% erreicht hatten, wurde das 

Medium gewechselt auf 15 ml DMEM + 2 % FCS. Dann erfolgte die Infektion mit 

HRV-16 oder HRV-1B mit einer Multiplizität der Infektion (multiplicity of infection, 

MOI) von 0,1. Anschließend wurden die Zellen im Brutschrank bei 33 °C und 5% 

CO2 für 2 Stunden inkubiert. Danach erfolgte die Abnahme des Mediums und es 

wurde zwei Mal mit jeweils 15 ml PBS gewaschen. Dann wurde erneut 15 ml 

DMEM + 2 % FCS zugegeben und weiterhin bei 33 °C und 5% CO2 inkubiert. Die 

Inkubation erfolgte bis mikroskopisch ein zytopathischer Effekt bei 90-95% der 

Zellen erkennbar war. 
Um den Virus zu ernten wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgeschabt 

und zusammen mit dem Medium in einen 50 ml Falcon überführt. Es erfolgte eine 

Zentrifugation bei 1800 rcf für 10 min bei Raumtemperatur. Der Überstand wurde 

anschließend in einen neuen 50 ml Falcon überführt. Um die infizierten, aber 

noch intakten Zellen zu öffnen und intrazellulär gelegenen Viren freizusetzen 
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wurde 2 ml DMEM + 2% FCS zugegeben, die Suspension in flüssigem Stickstoff 

schockgefrostet und anschließend wieder aufgetaut. Nun erfolgte eine erneute 

Zentrifugation bei 1800 rcf für 10 min bei Raumtemperatur und es wurde erneut 

der Überstand abgenommen und mit dem zuvor gewonnenen Überstand 

zusammengeführt und gemischt. 

Zur Konzentration der Viruspools und Aufreinigung wurden Amicon Ultra 

Centrifuge Filter (Molecular Weight Cut-off 30 kDa) genutzt. Die Filter wurden 

zunächst in 70% Ethanol desinfiziert und anschließen drei Mal mit PBS gespült. 

Der Filter konnte dann mit 15 ml des Ausgangsvirusmaterials beladen werden. 

Dann erfolgte eine Zentrifugation mit 1800 rcf so lange bis nur noch 1,5 ml 

Überstand im Filter verblieben. Der Überstand wurde aliquotiert und bei -80 °C 

eingefroren. 

 

3.3.2 Bestimmung des Virus-Titers 
 

Die Virustiterbestimmung erfolgte in mindestens drei unabhängigen 

Experimenten an HeLa Ohio Zellen. Diese wurden in DMEM + 10 % FCS in eine 

96 well Platte ausgesät und bei 80 % Konfluenz infiziert. Der Viruspool wurde 

hierfür in DMEM + 2% FCS verdünnt (102 bis 1011). Pro Verdünnung wurden 8 

Wells infiziert und bei 33 °C für 2 Stunden bei 5% CO2 bebrütet. Nach zwei 

Stunden wurden pro Well jeweils 100 µl DMEM + 2% FCS zugegeben und die 

Platten für fünf weitere Tage bei 33 °C inkubiert.  

Anschließend wurden die Wells mikroskopisch begutachtet und bei 

vorhandenem zytopathischen Effekt als positiv, ansonsten als negativ eingestuft. 

Die Berechnung der TCID50 erfolgte mittels Spearman-Karber Formel. 151 

 

3.4 Bakteriell-virale Coinfektionen 
 

Für die Durchführung einer Coinfektion von P. aeruginosa und Rhinoviren 

erfolgte zunächst wie zuvor beschrieben die Differenzierung der pBECs in ALI-

Kulturen. Nachdem eine Differenzierung erreicht war wurde zunächst eine 

chronische bakterielle Infektion simuliert und hieran anschließend die simultane 

Infektion mit P. aeruginosa und Rhinoviren durchgeführt (Abbildung 4). 



 

 56 

Zur Simulation einer chronischen Infektion mit P. aeruginosa wurde für einen 

Zeitraum von 16 Tagen alle 4 Tage (Tag 0, 4, 8, 12) eine bakterielle Infektion 

durchgeführt. Zunächst wurde dafür das Medium (PneumaCult ALI) gewechselt 

und dreimalig apikal mit jeweils 500 µl PBS gewaschen. Anschließend wurden 

pro Insert apikal jeweils 103 CFU P. aeruginosa in 50 µl PBS incl. 25 µg/ml 

Tobramycin zugegeben. Ausgehend von 2x106 Zellen pro Insert, entspricht dies 

einer MOI von 0,0005. Bei den Kontrollen ohne bakterielle Infektion wurde 

stattdessen entweder nur 50 µl PBS und Tobramycin 25 µg/ml zugefügt.  

Anschließend wurden die infizierten ALI-Kulturen wieder bei 37 °C, 5% CO2 im 

Zellkulturschrank inkubiert.  

Es wurden nun täglich drei Waschvorgänge an der Apikalseite mit 500 µl PBS 

durchgeführt und anschließend 50 µl PBS und Tobramycin 25 µg/ml zugegeben. 

Das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt. Nach 16 Tagen erfolgte die 

Koinfektion mit Rhinoviren. Hierfür wurden nach dem Mediumwechsel und 

dreimaligem Waschen 2 x 106 TCID50/ml Rhinoviren (HRV-16 oder HRV-1B) auf 

die Apikalseite der Zellen gegeben, entsprechend einer MOI von 1. Trotz 

Aufreinigung der Viren im Zuge der Herstellung war es denkbar, dass zelluläre 

Faktoren der Anzuchtzellen einen Effekt auf die infizierten pBECs gehabt haben 

könnten. Durch Einsatz von UV-inaktivierten Kontrollen konnte dies 

ausgeschlossen werden. 

Die Viren wurden jeweils so in PBS gelöst, dass das zugegebene 

Gesamtvolumen jeweils 100 µl/well betrug. Bei Proben ohne Virusinfektion wurde 

stattdessen 100 µl PBS zugegeben. Um die optimale Temperatur zur Infektion 

mit Rhinoviren zu ermöglichen erfolgte anschließend eine zweistündige 

Inkubation bei 33 °C, 5% CO2.152  

Anschließend wurde die apikale Flüssigkeit wieder abgenommen und eine 

bakterielle Infektion, wie zuvor beschrieben, durchgeführt. Daraufhin wurde für 

48h bei 33 °C, 5% CO2 inkubiert. Nach 48 Stunden wurde das Experiment 

beendet, das Medium bei -20 °C eingefroren zur späteren Auswertung. Die Zellen 

wurden durch Zugabe von 400 µl RNA-Lysepuffer aufgelöst und in sterilen 

Mikroreaktionsgefäßen bei -80 °C aufbewahrt bis zur RNA-Isolation.  
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Abbildung 4: Zeitlicher Ablauf der Infektionsexperimente 

 

3.5 Mischexperimente mit rekombinantem Interleukin-6  
 

Um die Ursache der nahezu vollständig depletierten IL-6 Proteinkonzentrationen 

in Coinfektionen von HRV mit einem nicht-mukoiden P. aeruginosa-Isolat zu 

untersuchen, wurden folgende Mischexperimente durchgeführt. Zunächst 

wurden jeweils 15 µl Zellkulturmedium aus den Infektionsexperimenten gemischt 

mit 15 µl rekombinantem IL-6. Als Kontrolle erfolgte das Mischen von 

Zellkulturmedium aus den Infektionsexperimenten mit der gleichen Menge 

Wasser. Um einen möglichen Abbau von rekombinantem IL-6 durch 

Metalloproteasen zu inhibieren wurden diese Experimente zusätzlich 

durchgeführt mit Zugabe des Inhibitors Phosphoramidon (85 µM).  

Die so gemischten Proben wurden Übernacht bei 37 °C inkubiert. Am nächsten 

Tag wurde die IL-6 Konzentration der verschiedenen Bedingungen mittels ELISA 

bestimmt. Außerdem wurden identische Mischexperimente noch mit Hitze-

inaktiviertem Zellkulturmedium durchgeführt. Hierfür wurde das Zellkulturmedium 

aus den Infektionsexperimenten zunächst bei 95 °C für 5 Minuten erhitzt und 

anschließend abkühlen gelassen. Erst dann erfolgte das Mischen mit 

rekombinantem IL-6 wie zuvor beschrieben. 
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3.6 Auswertung 

3.6.1 Messung der Zytokinkonzentrationen mittels Enzyme-linked 
Immunosorbent Assay  

 

Die quantitative Auswertung der Interleukin-Konzentrationen erfolgte mittels 

antikörperbasiertem Nachweisverfahren (Sandwich-ELISA).  

Für die Ermittlung von Interleukin 6 wurde das Human IL-6 Uncoated ELISA-Kit 

von Invitrogen benutzt, für Interleukin 8 das Human IL-8 Uncoated ELISA-Kit. Der 

Ablauf war bei beiden äquivalent und erfolgte exakt gemäß Kit Manual. 

Es wurde eine Corning CostarTM 96-Well ELISA-Platte mit einem 

Fängerantikörper (capture antibody) beschichtet und über Nacht bei 4 °C 

inkubiert. Am Folgetag wurde die Platte zunächst dreimal mit Waschpuffer 

gewaschen. Als nächster Schritt erfolgte die Inkubation mit ELISASPOT-

Blockierlösung (blocking solution) für eine Stunde bei Raumtemperatur, um die 

freien Bindungsstellen abzusättigen. Nach einem weiteren Waschschritt wurde 

Interleukin-Standard in einer seriellen Verdünnungsreihe sowie die zu 

untersuchenden Proben aufgetragen. Es erfolgte eine Inkubation für zwei 

Stunden. Nach erneutem Waschen wurde der Detektionsantikörpers (detection 

antibody) hinzugegeben und für eine Stunde inkubiert. Danach wurde ein 

sekundärer, Reporterenzym-gekoppelter Antikörper, Streptavidin-

Meerrettichperoxidase (Horseradish-Peroxidase, HRP) hinzugefügt, der an den 

Detektionsantikörper koppelte und die Reduktion von Peroxiden katalysierte. Es 

folgte eine Inkubation für 30 min bei Raumtemperatur und anschließend ein 

weiterer Waschschritt. Nach Zugabe von 3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidin (TMB)-

Lösung und Inkubation für 15 min bei Raumtemperatur nahm die Lösung eine 

bläuliche Farbe an, deren Intensität von der Konzentration von HRP und damit 

indirekt auch von der Konzentration des zu quantifizierenden Proteins abhängig 

war. Die Katalysereaktion der Peroxidase wurde durch Zugabe von 

Schwefelsäure beendet. Die Lösung erfuhr hierdurch einen Farbumschlag ins 

Gelbe, deren Intensität bei einer Wellenlänge von 450 nm gemessen werden 

konnte. Der Hintergrund wurde bei 570 nm gemessen. Die Auswertung erfolgte 

mittels Punkt-zu-Punkt Auswertung. 
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3.6.2 Messung der Zytokinkonzentrationen mittels Cytometric Bead 
Array  

 

Die Cytometric Bead Array (CBA) Technologie basiert auf der 

Durchflusszytometrie und ermöglichte die Bestimmung mehrerer Zytokine 

gleichzeitig. 

Polysterolpartikel (beads), die sich anhand Ihrer mittleren Fluoreszenzintensität 

unterschieden, waren dabei an monoklonale Fängerantikörper gebunden, jeweils 

spezifisch für das zu bestimmende Analyt. Wird das Analyt von diesem Antikörper 

gebunden und von einem zweiten Antikörper (Detektionsantikörper), an den ein 

weiterer Fluoreszensfarbstoff gekoppelt ist, erkannt, gab dessen mittlere 

Fluoreszenzintensität die Menge des gebundenen Analyten im Vergleich zu einer 

Standardkurve wieder. 

Der CBA wurde nach den Angaben des Herstellers durchgeführt (BD 

Bioscience). 

Zunächst wurde für die Zytokinstandards eine serielle Verdünnungsreihe 

hergestellt.  

Dann wurde ein Mastermix aus Testbeads Lösung und Test Capture Beaddiluent 

hergestellt und je 50 µl /well des Beadmastermix in einer 96 well-Platte verteilt. 

Danach wurden 50 µl der Standardreihe oder 50 µl der jeweiligen Probe 

hinzugegeben. Es folgte eine Stunde Inkubation im Dunkeln bei 23 °C. Im 

nächsten Schritt wurden 50 µl des Detektionsantikörpers zugegeben. Der Ansatz 

wurde für weitere zwei Stunden bei 23 °C im Dunkeln inkubiert. Nach Ablauf der 

Inkubation wurden auf jedes Well 200 μl Waschpuffer gegeben und die Platte bei 

300 x g für 10 Minuten bei 23 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig 

abgenommen, das Beadspellet erneut in 200 μl Waschpuffer resuspendiert. Die 

darauffolgende Messung erfolgte mit dem FACS Verse (BD). Für die Auswertung 

der Daten wurde die FCAP Software verwendet. 153,154 
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3.6.3 RNA-Isolation 
 

Zur RNA-Isolation wurde das peqGOLD Total RNA Kit verwendet.  

Zelllysate wurden auf eine spezielle Säule geladen, deren Membran DNA bindet 

(DNA Removing Column), und anschließend bei 12000 x g zentrifugiert. 

Hierdurch wurde die DNA aus dem Zelllysat entfernt, der Säulendurchfluss wurde 

in einem 2 ml Mikroreaktionsgefäß aufgefangen und in gleichen Anteilen mit 70% 

Ethanol gemischt. Dann wurde die Mischung auf eine RNA-bindende Kolumne 

(RNA Binding Column) geladen, bei 10000 x g zentrifugiert und der 

Säulendurchfluss anschließend verworfen. Die nun auf der Kolumnenmembran 

haftende RNA wurde anschließend in zwei Waschschritten gereinigt (RNA Wash 

Buffer I und II). Hierfür wurde jeweils der Waschpuffer auf die Kolumne geladen 

und bei 10000 x g für 15 s zentrifugiert. Nach 2 min Trocknen durch Zentrifugation 

bei 10000 x g wurde die RNA in 50 µl RNase-freiem Wasser eluiert (1 min, 5000 

x g). Die Messung der RNA-Konzentration wurde mittels NanoDrop ND1000 

Mikrovolumen-Spektralphotometer durchgeführt. Nach Zugabe von 2 µl der 

Proben in die Messeinheit fand die Konzentrationsbestimmung photometrisch mit 

Hilfe der Extinktion der Probe bei einer Wellenlänge von 260 nm statt. RNA-

Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C aufbewahrt.  

 

3.6.4 cDNA Synthese 
 

Zur Durchführung einer quantitativen PCR zur Bestimmung der Viruslast von 

RNA-Viren und relativen Quantifizierung Gentranskription einzelner Gene, war 

ein Umschreiben viraler RNA und zellulärer mRNA in komplementäre DNA 

(complementary DNA = cDNA) notwendig. Die Synthese der cDNA wurde mittels 

iScriptTM gDNA Clear cDNA Synthesis Kit durchgeführt. Vor der Durchführung 

der reversen Transkription zur cDNA Synthese wurde die genomische DNA 

mittels DNase-Verdau entfernt. Hierfür wurde zunächst die RNA so mit RNase-

freiem Wasser verdünnt, dass in 14 µl exakt 100 ng RNA gelöst waren, 

anschließend wurden 2 µl DNase Mastermix zugegeben. Danach erfolgte die 

Inkubation im Thermozykler: Zunächst wurde für 5 min ein DNase-Verdau bei 25 

°C durchgeführt, anschließend eine DNase Inaktivierung bei 75 °C. Dann wurde 
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zur DNase-behandelten RNA-Vorlage iScript Reverse Transcription Supermix 

hinzugegeben, welcher Reverse Transkriptase aus murinem Leukämievirus 

(MMLV) beinhaltete, die RNA in cDNA umschrieb. Zur Synthese wurden 

zunächst bei 25 °C für 5 min Oligonukleotide als Startpunkte der reversen 

Transkription angelagert. Dann erfolgt die eigentliche reverse Transkription bei 

46 °C für 20 min, gefolgt von einer Inaktivierung der Reversen Transkriptase bei 

95 °C für 1 min. Die cDNA wurde bis zur weiteren Benutzung bei -20 °C gelagert. 

Zum Einsatz in der quantitativen Echtzeit PCR erfolgte eine 1:5 Verdünnung der 

cDNA in Wasser.  

 

3.6.5 Quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion 
 

Die quantitative Echzeit Polymerasekettenreaktion (quantitative real time 

Polymerase chain reaction, qPCR) ist eine Methode, welche die 

Nukleinsäureamplifikation einer klassischen PCR mit der Detektion und 

Quantifizierung des Amplicons verbindet.155 Dies geschieht in Echtzeit, das heißt 

während dem Amplifikationsprozess, mittels Messung der Fluoreszenzintensität, 

die zur Produktmenge proportional war und somit auch eine Quantifizierung der 

Ausgangs-DNA erlaubte. Um die Fluoreszenz zu erzeugen werden zusätzlich zu 

Primern weitere Oligonukleotide eingesetzt, sogenannte Sonden (Probes). Diese 

Gensonden hybridisieren an eine Nukleotidsequenz zwischen Vorwärts- und 

Rückwärtsprimern und enthalten ein Fluorophor und einen sogenannten 

Quencher. Solange Fluorophor und Quencher in enger räumlicher Nähe sind, 

löscht der Quencher durch Fluoreszenzlöschung die Fluoreszenz des 

Fluorophors aus. Da die Taq-Polymerase zusätzlich zur Polymerasefunktion 

auch eine 5‘->3‘ Exonukleaseaktivität aufweist, baut sie das 5’-Ende der Probe 

ab, sodass es zur Trennung von Fluorophor und Quencher kommt und die 

Fluoreszenz gemessen werden kann.  

Für die anschließenden Analysen wurde der sogenannte Cycle Threshold (CT-) 

Wert gemessen, das heißt der erste Zyklus, bei dem die gemessene Fluoreszenz 

einen bestimmten Schwellenwert überschritt. Die CT-Werte waren also invers-

proportional zur DNA-Menge. Eine vollständige Liste der eingesetzten Primer 

und Probes findet sich unter Material 2.7. Die Durchführung der qPCR erfolgte 



 

 62 

als Duplex-PCR mit Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als 

interner Kontrolle. Es wurden jeweils 10 µl SsoAdvanced Universal Probes 

Supermix/ well eingesetzt, 0,8 µl Vorwärts- und Rückwärtsprimer der jeweiligen 

Messung (20 µM), 0,5 µl Vorwärts- und Rückwärtsprimer für GAPDH (10 µM) 

sowie jeweils 0,5 µl Probe (10 µM) der Messung und GAPDH. 

 

3.6.6 Messung der Interleukinkonzentration und Interferonexpression 
 

Die Messung der Genexpression erfolgte mittels relativer Quantifizierung. Hierfür 

wurden die in der PCR gemessenen CT-Werte zunächst gegen die konstitutiv 

exprimierte, nicht regulierte interne Kontrolle (housekeeping gene) GAPDH der 

gleichen Bedingung normiert (Ct des Zielgens – Ct GAPDH = ∆CT). 

Anschließend wurde von diesem ∆CT der zu messenden Bedingung das ∆CT 

der Kontrollbedingung (nicht infizierte Probe) subtrahiert. (∆CT(Bedingung)- 

∆CT(Kontrolle) = ∆∆CT. Der relative Expressionsunterschied des Gens (Ratio) 

ergab sich somit aus der Formel 2-∆∆CT. 156 

 

3.6.7 Viruslastbestimmung 
 

Die Bestimmung der Viruslast erfolgte durch Messung der absoluten Anzahl der 

Rhinovirus-RNA anhand einer Standardkurve, die auf einer Verdünnungsreihe 

von Genfragmenten (sogenannte „gBlocks“) bekannter Konzentration beruhte.  

 

3.7 Statistik 
 

Zur statistischen Auswertung der Infektionsexperimente wurden die Daten der 

CBA, ELISA und qPCR- Messungen von sechs unabhängigen Experimenten 

(n=6) verwendet. Jedes unabhängige Experiment enthielt pro Bedingung ein 

biologisches Duplikat. Aus den beiden Werten wurde der arithmetische Mittelwert 

gebildet. Es wurde dann von diesen Werten der Logarithmus zur Basis 10 

gebildet. Von den dekadisch logarithmierten Werten wurde nun eine Zweiweg-

Varianzanalyse (2-way-ANOVA) durchgeführt. Die statistische Signifikanz wurde 
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mittels Tukey’s multiplen Vergleichstest ermittelt. Dabei wurde das 

Signifikanzniveau für den Fehler 1. Art auf 0,05 festgelegt.  

Zur besseren Verständlichkeit wurde für jede Bedingung der Durchschnitt und 

die Standardabweichung der nicht logarithmierten Werte angegeben. Die 

Auswertung der Mischexperimente erfolgte äquivalent, jedoch wurden Daten von 

drei unabhängigen Experimenten erhoben und es wurden keine biologischen 

Duplikate verwendet. 
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4 Ergebnisse 
 

4.1 Charakterisierung der pBECs 
 

Alle isolierten Zellen wurden mittels Immunfluoreszenz charakterisiert und waren 

positiv für den epithelialen Marker Cytokeratin-5 (Abbildung 5 A und B, rot) und 

den Basalzellmarker p63 (Abbildung 5 C und D, rot). Zum Ausschluss 

mesenchymaler Kontaminationen (Fibroblasten) wurde der Antikörper TE-7 

eingesetzt (Abbildung 5 E und F). 

 

 

 
Abbildung 5: Charakterisierung primärer bronchialer Epithelialzellen  
Positiv für Cytokeratin-5 gefärbte Zellen eines CF-Spenders in 20-facherA) und 100-facher (B) 
Vergrößerung. Zellen des gleichen Spenders, positiv für p63 markiert (C und D) und negativ für TE-7 (E und 
F). In allen Aufnahmen Kernfärbung mittels DAPI. 
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4.2 Verifizierung der Differenzierung der pBECs in Air-Liquid-Interface 
Zellkulturen 

4.2.1 Mikroskopisch-visuelle Verifizierung der zilientragenden Zellen und 
Zilienbewegungen 

 

Im Verlauf der Differenzierung kam es zur Ausbildung zilientragender Zellen.  

In Hämatoxylin-Eosin- gefärbten Schnitten konnten diese dargestellt werden 

(Abbildung 6).  

Diese konnten bei mikroskopischer Kontrolle zunächst vereinzelt beobachtet 

werden. Im weiteren zeitlichen Verlauf zeigten sich flächige und koordinierte 

Zilienbewegungen. (Videoaufnahmen können unter den Weblinks oder mittels 

QR Code in Abbildung 7 geöffnet werden) 

 
Abbildung 6: Längsschnitt einer differenzierten ALI-Zellkultur 
Längsschnitt, Hämatoxylin-Eosin-Färbung, Pfeil: Zilien 

 
Abbildung 7: QR-Code: Videomaterial von differenzierten pBECs in Air-Liquid-Interface-Zellkultur 
Aufnahmen von apikal auf differenzierte ALI-Zellkulturen mit Zilienbewegungen. 10-fache Vergrößerung. 
https://youtu.be/SGyF4H3gw1s, https://youtu.be/tfGOhKKmpQ8  
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4.2.2 Nachweis mukus-produzierender Becherzellen 
 

Während der Differenzierung der Zellen im Air-Liquid Interface Modell 

differenzierten Teile der basalen Zellen zu Becherzellen. Diese produzieren 

Mukus, der das Glykoprotein Mucin5AC enthält. Der Mukus selbst war bereits 

makroskopisch auf der Apikalseite der Zellkulturen sichtbar. Mittels Dotblot 

konnte (wie im Methodenteil 3.1.8 beschrieben) die Bildung des Mukoproteins 

Mucin5AC nachgewiesen werden. Der erste Nachweis von Mucin5AC erfolgte an 

Tag 7. Im weiteren zeitlichen Verlauf war Mucin5AC stets nachweisbar. 

(Abbildung 8) 

 

 
Abbildung 8: Dotblot Mucin5AC 
Nachweis des Glykoproteins Mucin5AC mittels Dotblot zur Bestätigung mukus-produzierender Becherzellen 
 

4.2.3 Ergebnisse der Messung des transepithelialen Widerstandes  
 

Während der Differenzierungsphase der Zellen in der ALI-Zellkultur wurde bei 

jedem Mediumwechsel eine TEER-Messung durchgeführt, welche den 

interzellulären Zusammenhalt maß und damit indirekt auch den 

Differenzierungsgrad der Zellschicht widerspiegelte. Direkt nach der Abnahme 

des apikalen Mediums und damit Schaffung der Air-Liquid-Interface 

Bedingungen mit Luft an der apikalen Zelloberfläche war kein Unterschied zu 

einer parallel durchgeführten Leermessung ohne Zellen festzustellen. Im Verlauf 

der ersten 5 Tage stieg der transepitheliale Widerstand (TEER) nur geringfügig 

an. So lag der TEER an Tag 5 bei Emphysemzellen bei 45,8 ± 31,3 (Durchschnitt 

+/- Standardabweichung) W*cm2 und bei Zellen von CF-Spendern bei 59,4± 22,5 

W*cm2. Zu diesem Zeitpunkt bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den 

beiden Spendergruppen. Zwischen Tag 5 und 10 nahm der TEER bei beiden 

Gruppen deutlich zu, bei Zellen von Emphysempatienten erreichte er 184,2± 7,0 
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W*cm2, bei CF-Zellen 287,0± 54,4 W*cm2. Nach Tag 10 stieg der TEER bei 

Emphysemzellen nur noch geringfügig weiter und erreichte ein Plateau, während 

es bei CF-Zellen zu einem weiteren Anstieg kam. Der TEER lag bei CF-Zellen 

anschließend deshalb höher als bei Emphysemzellen (Tag 19: CF: 229,9± 54,4 

W*cm2, Emphysem: 441,6± 59,2 W*cm2, p= 0,0002; Tag 24: CF: 550± 52,4 

W*cm2, Emphysem: 225,0± 25,1 W*cm2, p< 0,0001).  
 

 
Abbildung 9: Zunahme des transepithelialen elektrischen Widerstandes über die Zeit 

 

4.3 Histologische Beurteilung Infektionsexperimente 
 

Die Infektionsbedingungen der Infektionsexperimente werden im Folgenden 

abgekürzt (Tabelle 2). 

Name P. aeruginosa Rhinovirus 
PA-/RV- keine bakterielle Infektion keine virale Infektion 

NM+/RV- Nicht mukoides klinisches Isolat keine virale Infektion 

M+/RV- Mukoides klinisches Isolat keine virale Infektion 

PA-/RV+ keine bakterielle Infektion HRV 

PA-/RV+(UV-inaktiviert) keine bakterielle Infektion UV inaktivierte HRV 

NM+/RV+ Nicht mukoides klinisches Isolat HRV 

M+/RV+ Mukoides klinisches Isolat HRV 
Tabelle 2: Abkürzungen Infektionsbedingungen  
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Nach Differenzierung der Zellen wurden die Infektionsexperimente wie in 3.4 

beschrieben durchgeführt. Eine lichtmikroskopische Beurteilung der Infektionen 

erfolgte 48h nach Virusinfektion, unmittelbar vor Durchführung der RNA-Lyse und 

Abnahme des Mediums. Die alleinige Infektion mit antibiotika-inhibiertem P. 

aeruginosa führte zu keiner Schädigung der Zellschicht (Abbildung 10 A-C). Die 

Bewegungen der Zilien führten wie in den nicht-infizierten Kontrollen zu einem 

koordinierten, kreisförmigen Transport der apikalen Flüssigkeit sowie des darin 

enthaltenen Debris. Eine Infektion mit humanen Rhinoviren HRV-16 oder HRV-

1B führte zu abgeschwächten und unkoordinierten, teilweise sogar vollständig 

aufgehobenen Zilienbewegungen. Es zeigte sich ein geringer zytopathischer 

Effekt, vereinzelte abgelöste Zellen und konsekutiv vermehrt Zelldebris 

(Abbildung 10 D). Bakteriell-virale Coinfektionen mit einem mukoiden P. 

aeruginosa- Isolat zeigten ein Schädigungsmuster, welches mit dem der 

alleinigen Virusinfektion vergleichbar war (Abbildung 10 F). Coinfektionen mit 

einem nicht-mukoiden P. aeruginosa- Isolat führten hingegen zu einer deutlichen 

Zunahme des cytopathischen Effektes mit großflächiger Loslösung der Zellen 

aus dem Zellverband (Abbildung 10 E). Teilweise war die Ablösung der Zellen so 

ausgeprägt, dass die PE-Membran der ALI-Inserts sichtbar wurde. 

 
Abbildung 10: Histologische Beurteilung der Infektionsexperimente 

Differenzierte bronchiale Epithelialzellen wurden für 16 Tage repetitiv mit P. aeruginosa und anschließend 
für 48 Stunden mit Rhinovirus infiziert. Ansicht von apikal, 10-fache Vergrößerung. A: PA-/RV-, B: NM+/RV-
, C: M+/RV-, D: PA-/RV+, E: NM+/RV+, F: M+/RV+  
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4.4 Viruslast 
 

Die Viruslast wurde mittels RT-qPCR wie in 3.6.7 beschrieben ermittelt. Nicht-

virusinfizierte Proben blieben stets negativ (nicht dargestellt). Zugabe von UV-

inaktivierten Viren führte zu einem Nachweis von Virus-RNA, welcher jedoch 

statistisch signifikant niedriger war als bei nicht-inaktivierten Viren (Durchschnitt 

± Standardabweichung: HRV-16: PA-/RV+(UV-inaktiviert) 8,29 ± 9,81 x 108 HRV-

RNA-Kopien/100ng RNA vs. PA-/RV+ 3,95 ± 4,02 x 1010 HRV-RNA-

Kopien/100ng RNA (p<0,001); HRV-1B: PA-/RV+(UV-inaktiviert)2,50 ± 1,65 x 

107 HRV-RNA-Kopien/100ng RNA vs. PA-/RV+ 1,85 ± 1,73 x 1010 HRV-RNA-

Kopien/100ng RNA (p<0,0001)) (Abbildung 11). Es gab sowohl bei Infektionen 

mit HRV-16 (Abbildung 11 A), als auch mit HRV-1B (Abbildung 11 B) keinen 

statistisch signifikanten Unterschied in der Viruslast zwischen alleiniger 

Virusinfektionen und bakteriell-viralen Coinfektionen (HRV-16: PA-/RV+ vs. 

NM+/RV+ ( 3,45 ± 2,79 x 1010 HRV-RNA-Kopien/100ng RNA), (p= 0,999) bzw. 

M+/RV+ (2,35 ± 3,14 x 1010 HRV-RNA-Kopien/100ng RNA), (p= 0,764) ; HRV-

1B: PA-/RV+ vs. NM+/RV+ ( 1,79 ± 1,27 x 1010 HRV-RNA-Kopien/100ng RNA), 

(p= 0,999) bzw. M+/RV+ (1,18 ± 1,40 x 1010 HRV-RNA-Kopien/100ng RNA), (p= 

0,419)). 

Es zeigte sich außerdem kein Unterschied in der Viruslast zwischen Infektionen 

mit dem humanen Rhinovirus HRV-16 und dem Minorgruppen humanen 

Rhinovirus HRV-1B. Außerdem fanden sich keine Unterschiede in der Viruslast 

zwischen virus-infizierten Zellen aus CF- und Emphysem-Explantaten. 
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Abbildung 11: Viruslast Infektionsexperimente 
Differenzierte bronchiale Epithelialzellen wurden für 16 Tage repetitiv mit P. aeruginosa und anschließend 
für 48 Stunden mit Rhinovirus infiziert (n=6). Viruslast ermittelt mittels qPCR. A: Infektionen mit HRV-16, B: 
Infektionen mit HRV-1B. Signifikanzniveau: ***: p≤ 0,001, ****: p≤ 0,0001. 
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4.5 Ergebnisse der Zytokinmessungen mittels Cytometric Bead Array  

4.5.1 Interleukin-1b (IL-1b) 
 

Die IL-1b-Konzentrationen im basalen Medium nicht virus-infizierter Zellen waren 

stets unter der quantitativen Nachweisgrenze von 10 pg/ml (lower limit of 

quantification, LLoQ), während Virusinfektionen mit HRV-16 alleine, sowie eine 

Coinfektion zusammen mit dem mukoiden klinischen PA-Isolat nur in einem 

Experiment IL-1b Spiegel oberhalb des LLoQ und somit insgesamt keinen 

statistisch signifikanten Unterschied aufwiesen (PA-/RV- vs. PA-/RV+ (p=0,999);  

PA-/RV- vs. M+/RV+ (p=0,968)). 

Bei Coinfektionen mit dem nicht-mukoiden PA-Stamm kam es jedoch zu einem 

signifikanten Anstieg von IL-1b  im Vergleich zu Virusinfektion allein, als auch im 

Vergleich zu rein bakterieller Infektion und nicht infizierter Kontrolle (Durchschnitt 

± Standardabweichung: NM+/RV+ 33,32 pg/ml ± 13,29 vs. PA-/RV+ (p< 0,0001); 

vs. NM+/RV- (p< 0,0001); vs. Ctrl PA-/RV- (p< 0,0001)). 

Es war kein Unterschied in der IL-1b Antwort zwischen Zellen von Emphysem- 

und CF-Spendern feststellbar. 

 

 
Abbildung 12: IL-1b Konzentration 
Differenzierte bronchiale Epithelialzellen wurden für 16 Tage repetitiv mit P. aeruginosa und anschließend 

für 48 Stunden mit Rhinovirus infiziert (n=6). IL-1b Proteinkonzentration gemessen mittels CBA. LLoQ = 

lower limit of quantification. Signifikanzniveau: ***: p≤ 0,001, ****: p≤ 0,0001. 
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4.5.2 Interleukin-6 (IL-6) 
 

Bei rein bakteriellen Infektionen kam es zu keinem Anstieg von IL-6 im Vergleich 

zu nicht-infizierten Kontrollen (PA-/RV- 14,60 ± 13,56 pg/ml vs. NM+/RV- 10,17 

± 6,31 pg/ml (p> 0,999), bzw. M+/RV- 10,96 ± 6,54 pg/ml (p> 0,999)).  

Eine Infektion mit HRV-16 führte hingegen zu einem deutlichen Anstieg von IL-6. 

Während eine Coinfektion mit dem mukoiden PA-Isolat in einem vergleichbaren 

Anstieg von IL-6 resulierte wie die alleinige Virusinfektion, war die IL-6 Antwort 

bei Coinfektionen mit dem nicht-mukoiden PA-Isolat jedoch fast vollständig 

aufgehoben (PA-/RV+ 2301,33 ± 1873,12 pg/ml vs. PA-/RV- (p< 0,0001), vs. 

M+/RV+ 2301,33 ± 1873,12 pg/ml (p> 0,999), vs. NM+/RV+ 53,28 ± 58.81 pg/ml 

(p< 0,0001). 

 

 
Abbildung 13: IL-6 Konzentration 
Differenzierte bronchiale Epithelialzellen wurden für 16 Tage repetitiv mit P. aeruginosa und anschließend 

für 48 Stunden mit Rhinovirus infiziert (n=6). IL-6 Proteinkonzentration gemessen mittels CBA, LLoQ = lower 
limit of quantification. Signifikanzniveau: ***: p≤ 0,001, ****: p≤ 0,0001. 
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4.5.3 Tumornekrosefaktor a (TNF-a) 
 

Uninfizierte Kontrollen zeigten keinen Anstieg der TNF-a Konzentration. 

Bakterielle Infektionen mit P. aeruginosa ohne virale Coinfektion führten ebenfalls 

nicht zu einem Anstieg der TNF-a Konzentration über das untere 

Quantifikationslimit. Infektionen mit HRV-16 führten zu einer statistisch 

signifikanten Erhöhung. Bakteriell-virale Coinfektionen zeigten ein 

vergleichbares Maß an TNF-a Konzentrationen im basalen Medium wie rein 

virale Infektionen. (PA-/RV+ 48,59 ± 24,92 pg/ml vs. PA-/RV- (p< 0,0001), vs. 

NM+/RV+ 53,44 ± 27,21 pg/ml (p= 0,990), vs. M+/RV+ 53,44 ± 27,21 pg/ml (p= 

0,996)).  

Ein statistisch signifikanter Unterschied in den TNF-a Konzentrationen zwischen 

Zellen von Emphysem und CF-Spendern war nicht zu verzeichnen. 

 

 
Abbildung 14: TNF-a Konzentration 
Differenzierte bronchiale Epithelialzellen wurden für 16 Tage repetitiv mit P. aeruginosa und anschließend 
für 48 Stunden mit Rhinovirus infiziert (n=6). TNF-a Proteinkonzentration, gemessen mittels CBA, LLoQ = 
lower limit of quantification. Signifikanzniveau: ****: p≤ 0,0001 
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4.5.4 Transforming growth factor b (TGF-b) 
 

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle kam es weder bei rein bakteriellen 

Infektionen, noch bei rein viralen Infektionen oder Coinfektion mit dem mukoiden 

PA-Isolat zu einer signifikanten Änderung der TGF-b Konzentration (PA-/RV- 

50,54 ± 75,07 pg/ml vs. NM+/RV- 32,44 ± 39,01 pg/ml (p=0,999), vs. M+/RV- 

77,56 ± 117,03 pg/ml (p=0,998), vs. PA-/RV+ 76,31 ± 111,03 pg/ml (p=0,999), 

vs. (M+/RV+ 25,35 ± 17,29 pg/ml (p=0,998)). 

In Coinfektionen mit dem nicht-mukoiden P. aeruginosa-Isolat kam es jedoch zu 

einem signifikant höheren TGF-b Spiegel, auch im Vergleich zu rein bakteriellen 

Infektionen, während der Unterschied zu rein viralen Infektionen knapp die 

statistische Signifikanz verfehlte (NM+/RV+ 299,42 ± 262,21 pg/ml; vs. NM+/RV- 

(p= 0,0006); vs PA-/RV+ (p= 0,0059)). 

Ein Unterschied in den TGF-b Konzentrationen zwischen CF- und Nicht-CF-

Zellen war in keiner experimentellen Bedingung nachweisbar. 
 

 
Abbildung 15: TGF-b Konzentration 
Differenzierte bronchiale Epithelialzellen wurden für 16 Tage repetitiv mit P. aeruginosa und anschließend 
für 48 Stunden mit Rhinovirus infiziert (n=6). TGF-b Proteinkonzentration, gemessen mittels CBA, LLoQ = 
lower limit of quantification. Signifikanzniveau: *: p≤ 0,05, ns = nicht signifikant 
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4.5.5 C-X-C motif chemokine 10 
 

Bakterielle Infektionen alleine hatten keinen Anstieg von CXCL-10 zur Folge im 

Vergleich zu nicht infizierten Kontrollen. HRV-16 Infektionen führten bereits 

alleine zu einer signifikanten Zunahme von CXCL-10. (PA-/RV- 153,44 ± 68,33 

pg/ml vs. NM+/RV- 174,17 ± 84,49 pg/ml (p> 0,999), vs. M+, RV- 175,71 ± 147,47 

pg/ml (p> 0,999), vs. PA-/RV+ 3,01 ± 0,24 ng/ml, (p<0,0001)) 

Bakteriell-virale Coinfektionen zeigten eine vergleichbare Zunahme wie rein 

virale Infektionen, jedoch keinen darüber hinaus gehenden Effekt (PA-/RV+ vs. 

NM+/RV+ 3,02 ± 1,51 ng/ml (p> 0,999), vs. M+/RV+ 3,30 ± 0,29 ng/ml (p= 

0,849)).  

Kein Unterschied fand sich zwischen den CXCL-10 Spiegeln der Zellen von CF- 

und Nicht-CF Spendern. 

 

 
Abbildung 16: CXCL-10 Konzentration 
Differenzierte bronchiale Epithelialzellen wurden für 16 Tage repetitiv mit P. aeruginosa und anschließend 
für 48 Stunden mit Rhinovirus infiziert (n=6). CXCL-10 Proteinkonzentration, gemessen mittels CBA, LLoQ 
= lower limit of quantification. Signifikanzniveau: **: p≤ 0,01, ****: p≤ 0,0001. 

 

4.5.6 IL-10 und IFN-g 
 

Alle Werte der IL-10 und IFN-g Messungen blieben unterhalb des unteren 

Quantifikationslimits von 10 pg/ml. 

 



 

 76 

4.5.7 C-X-C motif chemokine 8 (IL-8) 
 

Eine rein bakterielle Infektion führte nicht zu einem signifikanten Anstieg von IL-

8, während eine alleinige Virusinfektion zu einem signifikanten Anstieg führte. 

(PA-/RV- 3,16 ± 1,29 ng/ml vs. NM+/RV- 4,31± 2,71 (p= 0,971), vs. M+/RV- 2,38 

± 1,08 (p= 0,999), vs. PA-/RV+ 8,19 ± 5,56 ng/ml; (p= 0,046)) 

Die bakteriell-viralen Coinfektionen lösten einen vergleichbaren Anstieg wie die 

alleinige Virusinfektion aus. (PA-/RV+ vs. NM+/RV+ 8,26 ± 2,81 ng/ml (p= 0,997), 

vs. M+/RV+ 8,26 ± 2,81 ng/ml (p= 0,999)) 

Es war kein statistisch signifikanter Unterschied in den IL-8 Spiegeln zwischen 

Zellen von Emphysem und CF-Spendern feststellbar.  

 

 
Abbildung 17: IL-8 Konzentration 
Differenzierte bronchiale Epithelialzellen wurden für 16 Tage repetitiv mit P. aeruginosa und anschließend 
für 48 Stunden mit Rhinovirus infiziert (n=6). IL-8 Proteinkonzentration gemessen mittels CBA. ULoQ = 
upper limit of quantification. Signifikanzniveau: *: p≤ 0,05 

 

4.6 Ergebnisse der Zytokinmessungen mittels Enzyme-linked 
Immunosorbent Assay  

 

Die Ergebnisse der IL-8 Messungen im CBA lagen jedoch größtenteils oberhalb 

des höchsten Standardwertes von 2,5 ng/ml. Um den Verlust der Trennschärfe 

im extrapolierten Bereich oberhalb des Messlimits zu eliminieren wurden 

Bestätigungstests mittels ELISA mit verdünnten Proben durchgeführt. 
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Ebenfalls sollte die im CBA gemessene deutliche Abnahme der IL-6 

Konzentration mit einem zweiten Verfahren validiert werden. Außerdem wurde 

untersucht, ob die Produktion dieser Schlüsselzytokine sich zwischen Infektionen 

mit HRV-16 und HRV-1B unterschied. Es wurden außerdem zusätzlich UV-

inaktivierte Viruskontrollen untersucht. 

4.6.1 Interleukin-8 Konzentration  
 

Im Vergleich zu den CBA-Messungen konnten durch Verdünnung der Proben 

(1:2000) insgesamt höhere IL-8 Konzentrationen gemessen werden.  

Während eine alleinige Infektion mit Tobramycin-gehemmten P. aeruginosa 

keinen Anstieg der IL-8 Konzentration zur Folge hatte, führte eine alleinige 

Virusinfektion sowohl mit HRV-16, als auch mit HRV-1B zu einem signifikanten 

Anstieg. Eine Infektion mit UV-inaktivierten HRV führte zu keiner IL-8 Reaktion. 

(HRV-16: PA-/RV- 7,8 ng/ml vs. PA-/RV+ 106,40 ± 43,41 ng/ml (p< 0,0001); 

HRV-1B: PA-/RV-  vs. PA-/RV+ 108,67 ± 57,67 ng/ml (p< 0,0001)). 

Bakteriell-virale Coinfektionen zeigten keinen statistisch signifikanten 

Unterschied zu alleinigen Virusinfektionen  

(HRV-16: PA-/RV+ vs. NM+/RV+ 134,38 ± 41,96 ng/ml (p= 0,936), vs. M+/RV+ 

111,26 ± 37,79 ng/ml (p> 0,999); HRV-1B: PA-RV+ vs. NM+/RV+ 119,65 ± 40,25 

ng/ml (p> 0,999), vs. M+RV+ 115,00 ± 44,49 ng/ml (p> 0,999)).  

Außerdem war kein signifikanter Unterschied zwischen Infektionen mit dem 

Hauptgruppen Rhinovirus HRV-16 und dem Nebengruppen Rhinovirus HRV-1B 

messbar. 
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Abbildung 18: IL-8 Konzentration (Elisa) 
Differenzierte bronchiale Epithelialzellen wurden für 16 Tage repetitiv mit P. aeruginosa und anschließend 
für 48 Stunden mit Rhinovirus infiziert (n=6). IL-8 Proteinkonzentration gemessen mittels ELISA. A: HRV 16, 
B: HRV-1B. Signifikanzniveau: ****: p≤ 0,0001  
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4.6.2 Interleukin-6 Konzentration  
 

Die Ergebnisse des IL-6 ELISA waren deckungsgleich mit den Ergebnissen des 

CBA. Es zeigte sich kein Unterschied in der IL-6 Konzentration zwischen 

unbehandelten Kontrollen und rein bakteriell infizierten Zellen. Eine Virusinfektion 

mit HRV-16 oder HRV-1B führte zu einem signifikanten Anstieg der IL-6 

Konzentration im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen oder der Behandlung 

mit UV-inaktivierten Viren.  

(HRV-16: PA-/RV- <62,5 pg/ml vs. PA-/RV+ 1321,36 ± 1086,22 pg/ml, 

(p<0,0001), HRV-1B: PA-/RV- vs. PA-/RV+ 1058,03 ± 855,67 pg/ml, (p<0,0001)) 

Die Reaktion auf eine Coinfektion mit einem mukoiden P. aeruginosa Isolat war 

vergleichbar mit der auf eine alleinige Virusinfektion mit HRV. 

Bei Coinfektionen mit einem nicht-mukoiden P. aeruginosa Isolat und HRV zeigte 

sich ein Ausbleiben eines IL-6 Anstiegs über die untere Nachweisgrenze.  

(HRV-16: PA-/RV+ vs. M+/RV+ 1224,08 ± 1175,98 pg/ml, (p = 0,999), vs. 

NM+/RV+ 66,84 ± 10,64 (p<0,0001); HRV-1B: PA-/RV+ vs. M+RV+ 927,01 ± 

679,10 pg/ml, (p= 0,997), vs. NM+/RV+ <62,5 (p<0,0001)). 

 

 
Abbildung 19: IL-6 Konzentration (Elisa) 
Differenzierte bronchiale Epithelialzellen wurden für 16 Tage repetitiv mit P. aeruginosa und anschließend 
für 48 Stunden mit Rhinovirus infiziert (n=6). IL-6 Proteinkonzentration gemessen mittels ELISA. A: HRV 16, 
B: HRV-1B. Signifikanzniveau: ****: p≤ 0,0001. 
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4.7 mRNA-Expression der Schlüsselzytokine 
 

Wie in 3.6.6 beschrieben erfolgte mittels quantitativer Echtzeit-PCR die 

Bestimmung der mRNA-Level von IL-1b, IL-6 und IL-8. Insbesondere sollte 

ermittelt werden ob der in CBA und ELISA auf Proteinebene nachgewiesene 

Anstieg von IL-1b und das Ausbleiben eines IL-6 Anstieges in Coinfektionen mit 

HRV und einem nicht-mukoiden P. aeruginosa Isolat bereits auf 

Transkriptionsebene nachweisbar war. 

  

4.7.1 IL-1b mRNA Expression 
 

Bakteriell-virale Coinfektionen führten zu einer signifikant höheren IL-1b mRNA 

Expression als rein bakterielle Infektionen (HRV-16: NM+/RV+ 1019 ± 1430 vs. 

NM+/RV- 31 ± 60fache Erhöhung gegenüber uninfizierten Kontrollzellen (p= 

0,0011), M+/RV+ 329 ± 724 vs. M+/RV- 4 ± 8 (p= 0,0112); HRV-1B: NM+/RV+ 

1310 ± 2250 vs. NM+/RV- (p= 0,0038), M+/RV+ 331 ± 763 vs. M+/RV- (p= 

0,0267)). 

Der Anstieg der IL-1b mRNA Expression in Coinfektionen mit dem nicht-

mukoiden Isolat zusammen mit Hauptgruppen Rhinovirus HRV-16 war zudem 

signifikant höher als bei rein viraler Infektion, während in Kombination mit 

Rhinoviren der Minorgruppe die statistische Signifikanz knapp verfehlt wurde. In 

Coinfektionen mit dem mukoiden Isolat kam es nicht zu einer verstärkten IL-1b 

Expression im Vergleich zur viralen Infektion alleine (HRV-16: PA-/RV+ vs. 

NM+/RV+ (p= 0,0204), vs. M+/RV+ (p= 0,870); HRV-1B: PA-/RV+ vs. NM+/RV+ 

(p= 0,053), vs. M+/RV+ (p= 0,949)). 
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Abbildung 20: IL-1b mRNA-Expression 

Differenzierte bronchiale Epithelialzellen wurden für 16 Tage repetitiv mit P. aeruginosa und anschließend 

für 48 Stunden mit Rhinovirus infiziert (n=6). Relative Veränderungen gegenüber nicht infizierten Zellen, 

gemessen mittels qPCR und normalisiert gegen GAPDH mittels 2-ΔΔCT-Methode. A: Infektionen mit 

Hauptgruppen Rhinovirus HRV-16, B: Infektionen mit Nebengruppen Rhinovirus HRV-1B. 
Signifikanzniveau: *: p≤ 0,05, **: p≤ 0,01, ns: nicht signifikant 
 

4.7.2 IL-6 mRNA Expression 
 

Bei rein bakteriell infizierten Zellen war die IL-6 Expression nur bei nicht-

mukoiden P. aeruginosa Isolaten erhöht, bei rein viral infizierten Zellen war die 

IL-6 Transkription unabhängig vom Subtyp erhöht. 

(NM+/RV- 100± 148fache Erhöhung gegenüber uninfizierten Kontrollzellen, 

M+/RV- 3± 2, HRV-16: PA-/RV+ 96 ± 127, HRV-1B: PA-/RV+ 78 ± 105) 

Bakteriell-virale Coinfektionen führten zu einer signifikant höheren Expression als 

rein bakterielle Infektionen (HRV-16: NM+/RV+ 4742 ± 8020 vs. NM+/RV- (p= 

0,0021), M+/RV+ 79 ± 108 vs. M+/RV- (p= 0,0139); HRV-1B: NM+/RV+ 3310 ± 

7209 vs. NM+/RV- (p= 0,0021), M+/RV+ 87 ± 145 vs. M+/RV- (p= 0,0139)).  

Coinfektionen mit einem nicht-mukoiden P. aeruginosa Isolat führten darüber 

hinaus zu einem statistisch signifikanten Anstieg im Vergleich zu Coinfektionen 

mit einem mukoiden P. aeruginosa Isolat. Der Anstieg der IL-6 mRNA Expression 

in Coinfektionen mit dem nicht-mukoiden Isolat zusammen mit HRV-16 war 
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zudem signifikant höher als bei rein viraler Infektion, nicht jedoch in Kombination 

mit Rhinoviren der Nebengruppe. 

(HRV-16: NM+RV+ vs. M+RV- (p= 0,0115), vs. PA-RV+ (p= 0,0203); HRV-1B: 

NM+RV+ vs. M+RV- (p= 0,0466), vs. PA-RV+ (p= 0,0570)).  

Entgegengesetzt zu dem ausbleibenden Anstieg von IL-6 in Coinfektionen mit 

einem nicht-mukoiden P. aeruginosa -Isolat auf Proteinebene, zeigte sich somit 

ein signifikanter Anstieg von IL-6 mRNA auf Transkriptionsebene. Dies erfolgte 

sogar über das Maß einer rein viralen oder Coinfektion mit einem mukoiden P. 

aeruginosa Isolat hinaus. 

 

 
Abbildung 21: IL-6 mRNA-Expression 
Differenzierte bronchiale Epithelialzellen wurden für 16 Tage repetitiv mit P. aeruginosa und anschließend 
für 48 Stunden mit Rhinovirus infiziert (n=6). Relative Veränderungen gegenüber nicht infizierten Zellen, 
gemessen mittels qPCR und normalisiert gegen GAPDH mittels 2-ΔΔCT-Methode. A: Infektionen mit 
Hauptgruppen Rhinovirus HRV-16, B: Infektionen mit Nebengruppen Rhinovirus HRV-1B. 
Signifikanzniveau: *: p≤ 0,05, **: p≤ 0,01, ns: nicht signifikant 

 

4.7.3 IL-8 mRNA Expression 
 

Es konnte ein Anstieg der IL-8 mRNA Expression sowohl bei rein bakteriellen 

Infektionen mit dem nicht mukoiden P. aeruginosa Isolat, als auch bei rein viralen 

HRV Infektionen nachgewiesen werden. 

(NM+/RV- 20 ± 26fache Erhöhung gegenüber uninfizierten Kontrollzellen, 

M+/RV- 2 ± 1, HRV-16: PA-/RV+ 46 ± 24, HRV-1B: PA-/RV+ 47 ± 28) 
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Coinfektionen führten zu einem signifikant größeren Anstieg der IL-8 mRNA 

Expression als alleinige bakterielle Infektionen. Es konnte jedoch kein 

signifikanter Unterschied zwischen Coinfektionen und alleiniger viraler Infektion 

nachgewiesen werden. 

(HRV-16: NM+/RV+ 441 ± 576 vs. NM+RV- (p= 0,0008), vs. PA-/RV+ (p= 0,127); 

M+/RV+ 94 ± 66 vs. M+/RV- (p= 0,0003), vs. PA-/RV+ (p= 0,948); HRV-1B: 

NM+/RV+ 430 ± 583 vs. NM+/RV- (p=0,0013), vs. PA-/RV+ (p= 0,153); M+/RV+ 

145 ± 179 vs. M+/RV- (p=0,0002), vs. PA-/RV+ (p= 0,828)). 

 

 
Abbildung 22: IL-8 mRNA-Expression 
Differenzierte bronchiale Epithelialzellen wurden für 16 Tage repetitiv mit P. aeruginosa und anschließend 
für 48 Stunden mit Rhinovirus infiziert (n=6). Relative Veränderungen gegenüber nicht infizierten Zellen, 
gemessen mittels qPCR und normalisiert gegen GAPDH mittels 2-ΔΔCT-Methode. A: Infektionen mit 
Hauptgruppen Rhinovirus HRV-16, B: Infektionen mit Nebengruppen Rhinovirus HRV-1B. 
Signifikanzniveau: ***: p≤ 0,001, ****: p≤ 0,0001. 
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4.7.4 Bestimmung der mRNA-Expression von Interferon (IFN)-b und IFN-

l1 
 

Die Bestimmung der mRNA Expression von IFN-b und IFN-l1 erfolgte wie in 

3.6.6 beschrieben.  

Während rein bakterielle Infektionen keinen Anstieg der IFN-Expression zur 

Folge hatten führte eine HRV Infektion zu erhöhten IFN-b und IFN-l1 mRNA-

Spiegeln. Der Anstieg war für HRV-16 und HRV-1B vergleichbar. 

(HRV-16: PA-/RV+ 1629 ± 1810 IFN-b und 468 ± 348 IFN-l1 mRNA Expression, 

HRV-1B: PA-/RV+ 1232 ± 2013 IFN-b und 287 ± 210 IFN-l1 mRNA Expression). 

Coinfektionen, mit mukoiden oder nicht-mukoiden P. aeruginosa und Rhinoviren 

zeigten keine signifikant vom Effekt einer reinen Virusinfektion abweichende 

Interferon -b und -l1 Transkription.  

(HRV-16: NM+/RV+ 1049 ± 1284 IFN-b und 664 ± 775 IFN-l1 Erhöhung der 

mRNA Expression, M+/RV+ 1874 ± 2337 IFN-b und 529 ± 410 IFN-l1 mRNA 

Expression; HRV-1B: NM+/RV+ 517 ± 892 IFN-b und 363 ± 328 IFN-l1 mRNA 

Expression, M+/RV+ 2028 ± 3628 IFN-b und 420 ± 353 IFN-l1 mRNA 

Expression) 



 

 85 

 
Abbildung 23: Interferon mRNA-Expression 
Differenzierte bronchiale Epithelialzellen wurden für 16 Tage repetitiv mit P. aeruginosa und anschließend 
für 48 Stunden mit Rhinovirus infiziert (n=6). IFN-b und -l1 mRNA-Expression; relative Veränderungen 
gegenüber nicht infizierten Zellen, gemessen mittels qPCR und normalisiert gegen GAPDH mittels 2-ΔΔCT-
Methode. A: IFN-b Expression bei Infektionen mit Hauptgruppen Rhinovirus HRV-16, B: IFN-b Expression 
bei Infektionen mit Nebengruppen Rhinovirus HRV-1B, C: IFN-l1 Expression bei Infektionen mit 
Hauptgruppen Rhinovirus HRV-16, D: IFN-l1 Expression bei Infektionen mit Nebengruppen Rhinovirus 
HRV-1B. Signifikanzniveau: ****: p≤ 0,0001. 
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4.7.5 Bestimmung der mRNA-Expression der Interferon-stimulierten 
Gene ISG15, MX1, RSAD2 und OASL 

 

Die Bestimmung der mRNA Expression der ISGs erfolgte wie in 3.6.6 

beschrieben.  

Bakterielle Infektionen alleine hatten keinen Anstieg der ISGs zur Folge. Virale 

Infektionen führten zu einem Anstieg aller gemessener ISGs, vergleichbar bei 

Infektionen mit HRV-16 und HRV-1B (PA-/RV+: HRV-16: ISG15 500 ± 439, MX1 

11 ± 3, RSAD2 67 ± 30, OASL 292 ± 271; HRV-1B: ISG15 483 ± 455, MX1 10 ± 

3, RSAD2 51 ± 19, OASL 245 ± 235). 

Bakteriell-virale Coinfektionen führten zwar zu einem signifikant höheren Anstieg 

aller gemessener ISGs als rein bakterielle Infektionen, es konnte jedoch kein 

statistisch signifikanter Unterschied zu rein viralen Infektionen detektiert werden. 

(HRV 16: ISG15: NM+/RV+ 476,10 ± 572,51 vs. NM+/RV- (p< 0,0001), vs. PA-

/RV+ (p= 0,875), M+/RV+ 554,0 ± 565,0 vs. M+/RV- (p< 0,0001), vs. PA-/RV+ 

(p> 0,999); MX1: NM+/RV+ 7,47± 2,95 vs. NM+/RV- (p< 0,0001), vs. PA-/RV+ 

(p= 0,062), M+/RV+ 9,37 ± 3,63 vs. M+/RV- (p< 0,0001), vs. PA-/RV+ (p= 0,596); 

RSAD2: NM+/RV+ 40,27 ± 28,23 vs. NM+/RV- (p< 0,0001), vs. PA-/RV+ (p= 

0,084), M+/RV+ 57,28 ± 25,25 vs. M+/RV- (p< 0,0001), vs. PA-/RV+ (p= 0,978); 

OASL: NM+/RV+ 179,06 ± 133,20 vs. NM+/RV- (p< 0,0001), vs. PA-/RV+ (p= 

0,693), M+/RV+ 171,46 ± 63,89 vs. M+/RV- (p< 0,0001), vs. PA-/RV+ (p= 0,848); 

für HRV-1B äquivalent) 
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Abbildung 24: ISGs mRNA Expression 
Differenzierte bronchiale Epithelialzellen wurden für 16 Tage repetitiv mit P. aeruginosa und anschließend 
für 48 Stunden mit Rhinovirus infiziert (n=6). ISG15, MX1, RSAD2, OASL- mRNA-Expression; relative 
Veränderungen gegenüber nicht infizierten Zellen, gemessen mittels qPCR und normalisiert gegen GAPDH 
mittels 2-ΔΔCT-Methode. A: ISG15 Expression bei Infektionen mit Hauptgruppen Rhinovirus HRV-16, B: 
ISG15 Expression bei Infektionen mit Nebengruppen Rhinovirus HRV-1B, C: MX1 Expression bei 
Infektionen mit Hauptgruppen Rhinovirus HRV-16, D: MX1 Expression bei Infektionen mit Nebengruppen 
Rhinovirus HRV-1B, E: RSAD2 Expression bei Infektionen mit Hauptgruppen Rhinovirus HRV-16, F: RSAD2 
Expression bei Infektionen mit Nebengruppen Rhinovirus HRV-1B G: OASL Expression bei Infektionen mit 
Hauptgruppen Rhinovirus HRV-16, H: OASL Expression bei Infektionen mit Nebengruppen Rhinovirus HRV-
1B. Signifikanzniveau: ****: p≤ 0,0001.  
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4.8 Mischexperimente 
 

Coinfektionen mit HRV und einem nicht-mukoiden klinischen P. aeruginosa-Isolat 

führten trotz statistisch signifikant erhöhter IL-6 mRNA Expression zu einem fast 

vollständigen Fehlen von IL-6 auf Proteinebene. Um dieses Phänomen weiter zu 

untersuchen wurden wie in 4.8 beschrieben Mischexperimente mit 

rekombinantem IL-6 durchgeführt.  

In den Kontrollen, für die rekombinantes IL-6 mit Wasser gemischt wurden, war 

IL-6 nach Übernachtinkubation weiterhin im ELISA nachweisbar.  

Gemeinsame Inkubation mit Zellkulturmedien von jeweils nicht infizierten Zellen, 

rein viral-infizierten, rein bakteriell-infizierten oder von Coinfektionen eines 

mukoiden klinischen P. aeruginosa-Isolates führten ebenfalls zu keiner 

signifikanten Reduktion des rekombinanten IL-6.  

Inkubation gemeinsam mit Zellkulturmedium von Zellen, die einer Coinfektion von 

HRV und einem nicht-mukoiden klinischen P. aeruginosa-Isolat ausgesetzt 

waren, führte jedoch zu einer statistisch signifikanten Reduktion des 

zugegebenen exogenen IL-6. 

Um zu überprüfen ob diese Reduktion durch eine Metalloprotease verursacht 

worden war, erfolgte die Zugabe des Metalloproteaseinhibitors Phosphoramidon. 

Hierdurch wurde jedoch keine Inhibition der IL-6 Reduktion erzielt. 

Eine Vorbehandlung des Zellkulturmediums mit Hitze (95 °C, 5 min) führte 

allerdings zur Aufhebung der IL-6 Reduktion. 



 

 89 

 
Abbildung 25: Ergebnisse Mischexperimente 
Zelkulturmedien der vorrangegangenen Infektionen wurde mit rekombinantem IL-6 Standard gemischt und 
Übernacht inkubiert (n=3). IL-6 Proteinkonzentration gemessen mittels ELISA, LLoQ: lower limit of 
quantification. Signifikanzniveau: **: p≤ 0,01, ***: p≤ 0,001, ns: nicht signifikant 
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5 Diskussion 
 

5.1 Diskussion der Methoden 
 

Für die Versuche dieser Arbeit wurde ein spezielles Zellkulturmodell benutzt, bei 

welchem pBECs über einen Zeitraum von vier Wochen zu einem mehrreihigen 

Flimmerepithel differenzierten. Differenzierte Epithelzellen repräsentieren die in-

vivo Lungenbedingungen besser als nicht-differenzierte Zellen.157  

Die Validierung der Differenzierung erfolgte durch etablierte Verfahren – die 

Ausbildung von tight junctions und der damit einhergehende Anstieg des 

interzellulären Zusammenhalts mittels Messung des transepithelialen 

Widerstandes (TEER) und Nachweis der Mukusbildung durch Anti-Mucin5AC-

Antikörper.158 Die gemessenen TEER-Werte entsprechen denen publizierter 

vergleichbarer Arbeiten. Niedrigere TEER-Werte bei Zellen von COPD-Patienten 

sind beschrieben, was auch die niedrigeren Widerstände im Vergleich zu Zellen 

von CF-Spendern in dieser Arbeit erklären könnte.111,150,159-161 

Zilien-tragende Zellen wurden direkt durch mikroskopische Kontrolle 

nachgewiesen. Ein Nachweis der Zilien an der Apikalseite der Zellen durch 

Immunfluoreszenzfärbung auf β-Tubulin IV ist beschrieben158, wurde jedoch im 

Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt. 

Andere in-vitro Modelle der Lunge greifen auf Zelllinien zurück. Aus Tumorzellen 

abgeleitete Zelllinien, beispielsweise Calu-3, bilden polarisierte 

Einzelzellschichten aus, zeigen einen Anstieg des transepithelialen 

Widerstandes und sekretieren Mukoproteine, zeigen jedoch keine 

Pseudostratifizierung und bilden keine Zilien aus.159,162-164 Virus-transformierte 

Zelllinien, zum Beispiel 16HBE14o, bei denen bronchiale Epithelzellen durch 

SV40 Plasmid immortalisiert wurden, bilden mehrschichtige Zelllayer und unter 

Air-Liquid-Interface Bedingungen auch Zilien aus, produzieren aber keinen 

Mukus. 162,164,165 Die Verwendung primärer bronchialer Epithelzellen bildet somit 

im Gegensatz dazu die echten in-vivo Verhältnisse besser ab.163 Außerdem 

ermöglicht die Verwendung Zellen verschiedener Spender die Berücksichtigung 

interindividueller Unterschiede. Dies ist ein weiterer wesentlicher Vorteil im 

Vergleich zur Verwendung einer Zelllinie. Die vierwöchigen 

Differenzierungsphasen der Zellkulturen sind jedoch zeitlich deutlich aufwendiger 
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als bei Verwendung zweidimensionaler Zellkultursysteme. Die 

Differenzierungszeit der Air-Liquid-Interface-Kulturen der vorliegenden Arbeit 

entspricht den Angaben anderer Arbeitsgruppen.157,160 

Der erhöhte zeitliche Aufwand und das eingeschränkt zur Verfügung stehende 

Ausgangsmaterial begrenzte die Anzahl der durchführbaren Experimente. Es 

wurden Zellen aus Lungenexplantaten von drei Patienten mit CF und drei 

Patienten mit Lungenemphysem isoliert und verwendet. 

Nachteilig war, dass zum Vergleich Zellen benutzt werden mussten, die aus 

explantierten Emphysem Lungen stammten, da kein Ausgangsgewebe von 

Lungengesunden zur Verfügung stand. Das Durchschnittsalter der CF-Spender 

war mit 35,3 Jahren niedriger als das Durchschnittsalter der Nicht-CF-Spender 

(54,7 Jahre). Die Geschlechtsverteilung war ungleich (CF 1/3 weiblich, 2/3 

männlich, Nicht-CF invers). Es ist möglich, dass fehlende Unterschiede zwischen 

CF und Nicht-CF Kontrollen auf diese Umstände teilweise zurück zu führen sind. 

Eine Möglichkeit wäre die Nutzung kommerzieller Anbieter zur Erlangung pBECs 

gesunder Spender gewesen. 

Zur Untersuchung des Einflusses einer chronischen Infektion mit P. aeruginosa 

auf die Reaktion des Atemwegsepithels auf virale Infektionen war die 

Entwicklung eines neuen Infektionsmodells notwendiger Bestandteil dieser 

Arbeit. Vorarbeiten meiner Arbeitsgruppe und anderer Gruppen führten 

Coinfektionen in engem zeitlichen Abstand voneinander durch. Chattoraj et al. 

infizierten vor einer viralen Sekundärinfektion für 24 Stunden mit P. 

aeruginosa.143 Gulraiz et al. inkubierten vor viralen Infektionen mit H. influenzae 

ebenfalls für 24 Stunden.139 Bellinghausen et al. prä-inkubierten mit H. 

influenzae, P. aeruginosa und S. pneumoniae für vier und 24 Stunden vor viralen 

Infektionen.141 

Das Infektionsmodell dieser Arbeit, durch repetitive Zugabe von Bakterien über 

einen Zeitraum von 16 Tagen vor der Virusinfektion, sollte die chronische 

Infektion in der CF-Lunge besser abbilden. Hierdurch konnte es zur Ausbildung 

zellulärer Anpassungsreaktionen an die bakterielle Infektion kommen, 

beispielsweise auch epigenetischen Veränderungen. 

Bei den Bakterien handelt es sich um klinische Isolate eines einzelnen CF-

Patienten. Dies sollte die in-vivo Situation bei CF-Patienten besser widerspiegeln 

als es bei Verwendung von Laborstämmen wie PAO1 möglich gewesen wäre. Da 
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P. aeruginosa in der CF-Lunge eine rasche Mikroevolution durchlebt 

unterscheiden sich klinische Isolate untereinander teilweise deutlich 

voneinander.166,167 Es ist somit nicht auszuschließen, dass die Ergebnisse dieser 

Arbeit nur spezifisch für die beiden eingesetzten klinischen Pseudomonas-Isolate 

sind. Um dies auszuschließen sollten in weiterführenden Untersuchungen die 

Experimente mit anderen klinischen Isolaten wiederholt werden.  

Die eingesetzte bakterielle MOI von 0,0005 wurde im Vergleich mit anderen 

Arbeiten eher gering gewählt131,143, um eine Infektion über einen langen Zeitraum 

ohne Überwucherung gewährleisten zu können.  

Zusätzlich wurde das Bakterienwachstum mittels Zugabe von Tobramycin 25 

µg/ml gehemmt um eine rasche Überwucherung der Zellkulturen zu vermeiden. 

Eine solche Inhibition ist auch in der Literatur beschrieben, beispielsweise mittels 

Gentamicin 50 µg/ml.143 Tobramycin wurde in den Experimenten in der 

vorliegenden Arbeit benutzt, da es eines der am häufigsten gegen P. aeruginosa 

eingesetzten Antibiotika bei CF-Patienten ist und somit die klinische Situation am 

besten simuliert.168-171 Eine antibiotische Inhibition von P. aeruginosa in diesem 

Zellkulturmodell war zwar notwendig, ist jedoch nicht ohne Probleme. So zeigten 

Koeppen et al., dass eine Tobramycin Behandlung Virulenzfaktoren in outer 

membrane vesicles von P. aeruginosa reduzieren kann, insbesondere die 

alkalische Protease AprA.172  AprA hat neben seiner einschränkenden Wirkung 

auf die CFTR Cl- -Sekretion172 die Fähigkeit aus Wirtsepithel stammendes IFN-λ 

zu degradieren und so die antivirale Antwort zu reduzieren.173 Dies könnte somit 

fehlende Unterschiede in der IFN-λ Antwort und der Viruslast zwischen 

Coinfektionen und rein viralen Infektionen in der vorliegenden Arbeit erklären. 

 

Im Sinne des 3R-Prinzips (Replace, Reduce, Refine) ist es bioethisch sinnvoll 

Tierversuche zu vermeiden, wenn dies möglich ist. In-vivo Infektionsmodelle 

hätten im Gegensatz zum hier eingesetzten Zellkulturmodell jedoch den Vorteil 

den systemischen Kontext der Infektion mit abzubilden. Alle bisherigen murinen 

Modelle zeigten jedoch keine gut mit der menschlichen CF-Lunge vergleichbare 

Lungenerkrankung und insbesondere Lungeninfektionen. 

Größere Gemeinsamkeiten zur humanen in-vivo Situation gibt es bei 

verschiedenen CF-Frettchen und CF-Schweinmodellen. Zum einen ist die 

Lungenarchitektur und Funktion der menschlichen Lunge bei diesen ähnlicher, 
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zum anderen entwickeln sie spontan Entzündungen, Atemwegsveränderungen 

mit Mukusakkumulation und Infektionen die der CF-Lunge ähneln.174,175 Die in 

dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse könnten daher in Zukunft zum Beispiel an 

solchen Tiermodellen überprüft werden. 

 

5.2 Viruslast und Interferonantwort 
 

Im Infektionsmodell dieser Arbeit wurden keine Unterschiede in der Viruslast 

zwischen CF- und Nicht-CF Zellen nachgewiesen. Dem gegenüber stehen die 

Untersuchungen von Sutanto et al., der neben einer veränderten 

inflammatorischen Antwort in primären bronchialen Epithelzellen von 

pädiatrischen CF-Patienten auch eine verstärkte Virusreplikation nachweisen 

konnte.176 Im Gegensatz zu den Versuchen dieser Arbeit wurden als Kontrollen 

Zellen gesunder Spender verwendet. Ein weiterer wesentlicher Unterschied war, 

dass in ihren Versuchen keine differenzierten Zellen verwendet wurden was die 

Empfindlichkeit gegenüber Virusinfektionen ebenfalls beeinträchtigen kann.  

In der vorliegenden Arbeit gab es keinen signifikanten Unterschied in der 

Viruslast zwischen rein viralen HRV-Infektionen und bakteriell-viralen 

Coinfektionen zusammen mit P. aeruginosa. 

Entgegen diesen Ergebnissen beobachteten Chattoraj et al. bei 

vorangegangener Infektion mit einem mukoiden P. aeruginosa- Isolat und 

anschließender Infektion mit HRV-39 eine Zunahme der Viruslast in primären 

bronchialen CF-Zellen aber nicht in Nicht-CF-Zellen.143 In einer kürzlich 

veröffentlichten Arbeit konnten Sörensen et al. nach Behandlung von Zellen der 

Epithelzelllinie BEAS-2B mit P. aeruginosa- vorbehandeltem Medium keinen 

Unterschied in der Viruslast nach HRV- oder RSV- Infektion detektieren. Sie 

zeigten aber, dass der Überstand dieser so infizierten Zellen in neuen 

(unbehandelten) BEAS-2B zu einem größeren Anstieg der Virus RNA und 

vermehrtem zytopathischen Effekt führte. Dieser Effekt war abhängig vom 

verwendeten Bakterienstamm. Sie konnten zeigen, dass P. aeruginosa in der 

Lage ist die antivirale Zellantwort zu modulieren, indem die bakterielle Protease 

AprA zu einer direkten Degradierung von IFN-l führte. Die initiale Induktion von 

IFN-l blieb unverändert. Durch den Abbau auf Proteinebene kam es jedoch 

einerseits zu einem fehlenden positiven Rückkopplungsmechanismus und somit 
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signifikant abfallender Expression im weiteren Verlauf. Außerdem war auch die 

Induktion der ISGs Interferon-induziertes GTP-bindendes Protein MX1 (MX1) 

und Oligoadenylatsynthetase 1 (OAS1) vermindert.173  

In der vorliegenden Arbeit führten rein bakterielle Infektionen mit mukoidem oder 

nicht-mukoidem P. aeruginosa nicht zu einer IFN-b oder IFN-l1 Induktion, jedoch 

kam es durch Virusinfektionen zu einer signifikanten Zunahme der 

Interferonantwort. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der 

IFN-Antwort auf rein virale Infektionen und Coinfektionen. 

Auf die Messung von IFN-l1 auf Proteinebene wurde verzichtet. Allerdings wären 

bei Veränderungen der Interferone auf Proteinebene auch Unterschiede in der 

ISG-Expression zu erwarten gewesen. Dies war jedoch nicht der Fall. 

Es bestehen wesentliche Unterschiede in der Studie von Sörensen und den hier 

vorliegenden Experimenten. Die Kulturbedingungen der Bakterien unterschieden 

sich. Während in den Coinfektionen dieser Arbeit eine relativ kleine Menge im 

Wachstum gehemmter Bakterien eingesetzt wurde simulierten Sörensen et al. 

die bakterielle Infektion durch Zugabe von konditioniertem Medium für welches 

Pseudomonas 5 Tage in einer Schüttelkultur angezüchtet wurde. Hierdurch kam 

es zu einer Vermehrung der Bakterien bis zur Plateauphase und zur Aktivierung 

deren Quorum-sensing Systems und damit verstärkten Sekretion verschiedener 

löslicher Virulenzfaktoren. Da auch die für die IFN-l  Degradierung 

verantwortliche Protease AprA Quorum-sensing abhängig gebildet wird, 

erscheint es plausibel, dass in meinen Versuchen keine ausreichende Produktion 

dieser Protease bestand um einen signifikanten Effekt auf IFN-l zu beobachten. 

Die Ausbildung von AprA war auch unter den oben beschriebenen Bedingungen 

abhängig vom Bakterienstamm. Die größte Aktivität und damit den stärksten 

Abbau von IFN-l zeigte sich in der Studie von Sörensen et al. bei dem 

Laborstamm PAO1 und in Isolaten von CF-Patienten zu einem frühen 

Besiedelungszeitpunkt. Waren unterschiedliche Pseudomonas Isolate eines 

Patienten vorhanden, so zeigte sich eine abnehmende AprA Proteaseaktivität mit 

der Zeit nach Erstinfektion. Im klinischen Studienteil von Sörensen et al. wurde 

gezeigt, dass intermittierend mit P. aeruginosa- Infizierte, nicht jedoch chronisch 

Infizierte ein höheres Risiko für HRV-Infektionen und eine höhere Viruslast im 

Sputum hatten als nicht Infizierte. Die für meine Arbeit verwendeten klinischen 
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Isolate stammten von einem CF-Patienten. Auch wenn die Zeitdauer der 

Besiedelung mit P. aeruginosa unbekannt war erscheint eine länger andauernde 

Infektionsdauer plausibel.  

Außerdem unterschieden sich die Zeitpunkte der IFN- und ISG- 

Expressionsmessungen der Experimente von den Untersuchungen der 

vorliegenden Arbeit, was aufgrund der zeitabhängigen Aktivierung spezifischer 

ISGs durch die verschiedenen Interferone ebenfalls Unterschiede verursachen 

könnte.177,178  

In den Untersuchungen von Chattoraj et al.143 zeigte sich ebenfalls eine 

Modulation der IFN-Antwort auf eine HRV-Infektion, bei vorangegangener 

Infektion mit einem klinischen, mukoiden Pseudomonas-Isolat eines CF-

Patienten. Interessanterweise war diese Modulation jedoch abhängig vom 

Zellspender. Während es in Coinfektionen bei CF-Zellen zu einer verminderten 

IFN-b, l1+2 und ISG -Expression kam, führten sie in Nicht-CF-Zellen sogar zu 

einer verstärkten IFN-Antwort im Vergleich zu rein viralen Infektionen. Dies 

konnten die Autoren auf unterschiedliche zelluläre Reaktionen Upstream der IFN-

Expression zurückführen, das heißt die Unterschiede waren im Gegensatz zu 

Sörensen et al. also bereits auf mRNA Ebene nachweisbar. Es bestand in den 

Untersuchungen meiner Arbeit kein Unterschied in der IFN-Expression zwischen 

CF- und NichtCF-Zellen. 

 

Majorgruppen Rhinoviren verwenden als Eintrittsrezeptor in die Wirtszelle ICAM-

1, während Minorgruppen Rhinoviren LDLR verwenden.179,180 

In den Untersuchungen dieser Arbeit gab es keinen signifikanten Unterschied in 

der Viruslast zwischen dem Majorgruppen Rhinovirus HRV-16 und dem 

Minorgruppen Rhinovirus HRV-1B in rein viralen Infektionen oder bakteriell-

viralen Coinfektionen. Es erscheint somit unwahrscheinlich, dass in den 

durchgeführten Experimenten eine chronische Infektion mit P. aeruginosa die 

Ausbildung von viralen Eintrittsrezeptoren für HRV wesentlich modulierte.  

Im Gegensatz dazu zeigten jedoch Look et al., dass der P. aeruginosa 

Virulenzfaktor Pyocyanin zu einer Hochregulation von ICAM-1 führt.181 

Madjdpour et al. konnten nachweisen, dass auch LPS von P. aeruginosa eine 

Induktion der ICAM-1 Expression in alveolären Epithelialzellen von Ratten zur 

Folge haben kann.182 Auch für H. influenzae ist dieser Zusammenhang 
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beschrieben, denn durch Frick et al. wurde gezeigt, dass H. influenzae eine 

Hochregulation der ICAM-1 Expression induzieren kann183 und Gulraiz et al. 

konnten nachweisen, dass dies in-vitro auch zu einer erhöhten Viruslast in 

Coinfektionen mit Majorgruppen Rhinoviren führte. 139  

Möglicherweise war die Modulation des viralen Eintrittsrezeptors ICAM-1 in dem 

Infektionsmodell dieser Arbeit schlichtweg nicht ausreichend, um für eine erhöhte 

Viruslast im Vergleich zu Minorgruppen Rhinoviren zu sorgen. Denkbar ist, dass 

die Bakterien durch die zugegebene Menge Tobramycin nicht absterben und 

somit nicht ausreichen LPS freigesetzt wird. Die Bildung von Pyocyanin ist 

darüber hinaus streng reguliert, beispielsweise ebenfalls wie AprA durch das 

Quorum-sensing System und es ist möglich, dass die verwendeten Stämme 

unter den Bedingungen des Infektionsmodells dieser Arbeit nicht ausreichend 

Pyocyanin ausbildeten, um den in der Literatur beschriebenen Effekt zu 

beobachten. Letztlich erscheinen jedoch die hier verwendeten 

Infektionsbedingungen physiologischer als die ungehemmte Anzucht der 

Bakterien bis zur Plateauphase in Schüttelkultur. 

 

5.3 Interleukin-1b 
 

Zytokine der IL-1 Familie werden in frühen Phasen der Inflammationskaskade 

nach Rhinovirusinfektion durch primäre bronchiale Epithelzellen freigesetzt. Die 

Produktion von IL-1 ist ein zweistufiger Prozess. 

Die mRNA-Induktion von IL-1 erfolgt vor allem nach Aktivierung von Toll-like 

Rezeptoren (TLRs) was zur Produktion von inaktivem pro-IL-1b führt. Pro-IL-1b 

wird durch Caspase-1 zu aktivem IL-1b gespalten. Die Aktivierung von Caspase-

1 ist abhängig von einer multiple Untereinheiten umfassenden Proteinplattform, 

dem sogenannten Inflammasom, welches durch Bindung von mikrobiellen 

Komponenten an NOD-like Rezeptoren (NLRs) aktiviert wird. 184,185 

In den hier durchgeführten Experimenten führte eine Coinfektion mit HRV-16 und 

einem nicht-mukoiden P. aeruginosa Isolat zu einer signifikant erhöhten Induktion 

der IL-1b mRNA Expression im Vergleich zu rein viralen Infektionen, während 

dies bei einer Coinfektion mit dem mukoiden Isolat nicht der Fall war. Dies 

spiegelt sich auch auf Proteinebene wider. Während bei rein viralen Infektionen 
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und Coinfektionen mit dem mukoiden Isolat die IL-1b Proteinkonzentration 

unterhalb der unteren Nachweisgrenze des CBA blieb, war ein signifikanter 

Anstieg bei Coinfektionen mit dem nicht-mukoiden P. aeruginosa Isolat messbar. 

 

Triantafilou et al. und Han et al. konnten zeigen, dass HRV die Produktion von 

pro-IL-1b induziert, auch wenn der exakte Mechanismus hierfür bisher nicht 

aufgeklärt wurde.186,187 Die Aktivierung des Inflammasoms wurde durch einen 

durch das virale Kanalprotein 2B Viroporin verursachten Kalziumeinstrom 

ausgelöst. Dies führte zu einer Aktivierung von NLRP3 und NLRC5 und 

konsekutiver Aktivierung von Caspase-1. 186 P. aeruginosa kann ebenfalls zur 

Aktivierung des Inflammasom führen durch Bindung der Virulenzfaktoren 

Flagellin, Pilin oder dem Typ-III-Sekretionsprotein PrgJ an NLRC4. 188  

Prinzipiell könnten also sowohl Pseudomonas als auch HRV unabhängig 

voneinander eine IL-1b Antwort hervorbringen. In meinen Untersuchungen zeigte 

sich ein synergistischer Effekt in Coinfektionen mit dem nicht-mukoiden P. 

aeruginosa-Isolat bereits in der Induktion der mRNA, also Schritt eins der IL-1b 

Synthese. Noch ausgeprägter waren die Unterschiede jedoch auf Proteinebene. 

Die Daten von Han et al. legen nahe, dass es in-vivo im Mausmodell durch die 

Virusinfektion zu einem weitaus größeren Anstieg von pro-IL-1b kam als von IL-

1b.187 Denkbar ist, dass durch die vorangegangenen bakteriellen Infektionen in 

meinem Infektionsmodell bereits Schritt zwei, also die Aktivierung des 

Inflammasom vorbereitet wurde und es deshalb zu einer effektiveren Spaltung zu 

aktivem IL-1b kommen konnte. 

Die Inflammasom-aktivierenden Virulenzfaktoren sind in mukoiden P. 

aeruginosa-Stämmen oftmals herunterreguliert, was die geringere IL-1 Antwort 

in Coinfektionen mit diesem Isolat erklären würde. 59,189,190 Huus et al. 

bestätigten, dass klinische P. aeruginosa- Isolate aus chronisch-infizierten CF-

Patienten keine Inflammasom- und IL-1b- Aktivierung zeigten. 191 

Eine verstärkte IL-1b Antwort kann wichtige Auswirkungen haben. 

Piper et al. konnten mittels Blockade des IL-1-Rezeptors durch Anakinra zeigen, 

dass IL-1b zwar keine Auswirkungen auf die Viruslast und Virus-vermittelte IFN-

Antwort primärer bronchialer Epithelzellen hat, jedoch aufgrund dessen auto- und 

parakriner Aktivität die durch Virusinfektion ausgelöste IL-6 und IL-8 Sekretion 
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entscheidend beeinflusst wird.192 IL-1 ist somit auch verantwortlich für die 

Rekrutierung neutrophiler Granulozyten nach Virusinfektion, insbesondere durch 

Kontrolle der Freisetzung von IL-8. 193,194 Fujisawa et al. sowie Chen et al. stellten 

fest, dass IL-1b in-vitro NF-kB-abhängig die MUC5AC und MUC5B 

Genexpression induziert.195,196 Dies führte zu einer vermehrten Produktion dieser 

Glykoproteine und damit zu einer Mukus Überproduktion. Dies ist ein typisches 

Kennzeichen einer CF-Exazerbation.197  

Montgomery et al. beobachteten kürzlich, dass in primären 

Atemwegsepithelzellen von pädiatrischen CF-Patienten die HRV-induzierte IL-1b 

Antwort stark mit dem Ausmaß der Nekrose dieser Zellen korreliert. 198 Cohen et 

al. und Schultz et al. zeigten an Mausmodellen, dass in akuten P. aeruginosa 

Pneumonien die Aktivierung des Inflammasoms zu einer verstärkten Apoptose 

und Nekrose der Atemwegszellen und zu einer erhöhten Mortalität der Mäuse 

führte. Eine Inhibition durch Deletion von NLRC4, Reduktion der IL-1b 

Produktion, Inhibition von Caspase-1 oder Inhibition der anschließenden 

Signalwege durch IL-1R-Antagonisierung verbesserte die bakterielle Clearance 

und reduzierte die Lungenpathologie.199,200 

Interessanterweise zeigte sich auch bei der vorliegenden Arbeit ein 

Zusammenhang zwischen dem Ausmaß der Zellschädigung und einem Anstieg 

von IL-1b.  

 

5.4 Interleukin-8 
 

IL-8 ist das zentrale Chemokin zur Rekrutierung und Aktivierung neutrophiler 

Granulozyten und spielt damit in der Inflammation der CF-Lungenerkrankung 

eine wichtige Rolle. In-vivo setzen neben neutrophilen Granulozyten und 

Makrophagen auch bronchiale Epithelzellen IL-8 frei.201 IL-8 wird als Reaktion auf 

P. aeruginisa und sezernierte bakterielle Proteine, aber auch auf virale 

Infektionen gebildet.201-205 Die Akkumulation von Neutrophilen in den Atemwegen 

stellt eine notwendige Komponente der Abwehr gegen Infektionen dar. Patienten 

mit eingeschränkter Funktion der neutrophilen Granulozyten oder Neutropenie 

sind sowohl gegenüber P. aeruginosa als auch gegenüber Rhinoviren 

anfälliger.206-208 Eine dysregulierte IL-8 Antwort und in Folge auch 
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überschießende Einstrom neutrophiler Granulozyten ist allerdings mit 

schwerwiegenden negativen Folgen verbunden und charakteristisch für die 

andauernde Inflammation in der CF-Lunge. 209 210  

In CF-Atemwegen finden sich erhöhte IL-8 Konzentrationen und Kim et al. sowie 

Mayer-Hamblett et al. konnten zeigen, dass die IL-8 Konzentrationen im Sputum 

von CF-Patienten auch mit dem Ausmaß des Lungenschadens korrelierten. 211-

213 Bodini et al. konnten mittels Exhaled breath condensate – Messungen zeigen, 

dass bereits Kinder mit CF ohne pathogene bakterielle Kolonisation höhere IL-8 

Level aufwiesen als gesunde Kontrollen.205 

In den Untersuchungen dieser Arbeit fand sich jedoch kein Unterschied in den 

IL-8 Konzentrationen zwischen CF- und NichtCF- Spendern, unabhängig von der 

jeweiligen Infektionsbedingung. Dies ist eine Diskrepanz zwischen der 

bestehenden Literatur und den hier vorliegenden Untersuchungen, die 

möglicherweise darauf zurückzuführen ist, dass die Kontrollen nicht von 

Lungengesunden stammten. So zeigten bronchiale Epithelialzellen von COPD- 

Patienten in bereits veröffentlichen Studien ebenfalls bereits basal erhöhte IL-8 

Werte. 214 

IL-1b induziert NF-kB-abhängig ebenfalls die IL-8 Genexpression. Da es wie 

zuvor beschrieben Unterschiede in der IL-1 Antwort zwischen Coinfektionen und 

rein viralen Infektion gab wären deshalb möglicherweise Unterschiede in der IL-

8 Antwort zu erwarten gewesen.215-217 Es war allerdings kein Unterschied in der 

Expression von IL-8 auf mRNA Ebene oder in der Konzentration von IL-8 auf 

Proteinebene zwischen Coinfektionen und rein viralen Infektionen nachweisbar. 

 

5.5 Interleukin-6 
 

Eine Rhinovirus-Infektion stimuliert die Bildung von IL-6 in-vitro und in-vivo.218 

Dies zeigte sich auch in der vorliegenden Arbeit. Virale Infektionen führten zu 

einem Anstieg der IL-6 mRNA Expression, bakteriell-virale Coinfektionen führten 

zu einer höheren Induktion als die jeweilige rein bakterielle Infektion. Darüber 

hinaus kam es in Coinfektionen mit HRV-16 und einem nicht-mukoiden P. 

aeruginosa- Isolat zu einer signifikant höheren IL-6 Induktion der mRNA-

Expression als bei Virusinfektion allein oder in Coinfektion mit einem mukoiden 

P. aeruginosa- Isolat. Coinfektionen mit HRV-1B und dem nicht-mukoiden P. 
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aeruginosa- Isolat zeigten das gleiche Muster, blieben jedoch im Vergleich mit 

rein viralen HRV-1B Infektionen knapp unterhalb der statistischen Signifikanz.  

Eine mögliche Erklärung für die höhere IL-6 Genexpression in Coinfektionen mit 

nicht-mukoiden PA könnte in der höheren Konzentration von IL-1b liegen, 

welches IL-6 induzieren kann.219,220 

Im Gegensatz zu der Zunahme der IL-6 mRNA auf Transkriptionsebene bei 

Coinfektionen mit HRV und dem nicht-mukoiden P. aeruginosa- Isolat konnte ein 

fast vollständiger Abfall der IL-6 Konzentration auf Proteinebene im Vergleich zu 

rein viralen Infektionen oder Coinfektionen mit dem mukoiden P. aeruginosa- 

Isolat nachgewiesen werden. Dies wurde sowohl mittels CBA als auch mittels 

ELISA gemessen.  

Saint-Criq et al. konnten zeigen, dass die von Pseudomonas sekretierte Protease 

LasB IL-6 degradieren kann.221 LasB ist ein wichtiger Virulenzfaktor von P. 

aeruginosa, der durch das Typ II Sekretionssystem freigesetzt wird.  

LasB ist eine Metalloprotease, deren Aktivität in den Untersuchungen von Saint-

Criq et al. durch den Metalloproteaseinhibitor Phosphoramidon gehemmt werden 

konnte. 

Um dies weiter zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit 

Mischexperimente durchgeführt. Hierfür wurde basalem Zellkulturmedium aus 

den Infektionsexperimenten rekombinantes IL-6 zugegeben. Es konnte so 

gezeigt werden, dass auch zugefügtes exogenes IL-6 nach Übernachtinkubation 

mit Zellkulturüberstand der Coinfektionen mit dem nicht-mukoiden P. aeruginosa- 

Isolat nicht mehr nachweisbar war. Dieser Effekt konnte durch vorangegangene 

Hitzeinaktivierung des Zellkulturüberstandes unterbunden werden. Im 

Gegensatz zu den Experimenten von Saint-Criq et al. war die Degradierung von 

IL-6 jedoch nicht durch Phosphoramidon hemmbar.  

Weder der Zellkulturüberstand rein viraler Infektionen, noch der 

Zellkulturüberstand rein bakterieller Infektionen oder bakteriell-viraler 

Coinfektionen mit dem mukoiden P. aeruginosa- Isolat zeigten einen Effekt auf 

exogenes IL-6. 

Insgesamt implizieren diese Ergebnisse, dass IL-6 nicht weniger gebildet oder 

sezerniert, sondern entweder proteolytisch degradiert oder durch ein hitze-

sensibles Molekül gebunden wurde und hierdurch der Detektion im ELISA und 

CBA entging.  
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Da der Effekt nicht durch Phosphoramidon aufhebbar war, spricht dies gegen 

LasB oder eine andere Metalloprotease als Ursache. Im Vergleich zu Saint-Criq 

et al. wurde sogar eine zehnfach höhere Konzentration des Proteaseinhibitors 

gewählt. Denkbar wären andere Pseudomonas- Proteasen, insbesondere da 

viele dieser Proteasen eine Modulation der Immunantwort verursachen.  

Da eine bakterielle Infektion mit dem nicht-mukoiden Isolat allein jedoch zu 

keinem Abbau oder Bindung von IL-6 führte, müsste die Bildung dieses Faktors 

aber abhängig sein von der zusätzlichen viralen Infektion mit HRV. Möglich ist, 

dass die virale Infektion durch eine direkte bakteriell-virale Interaktion zur 

Ausbildung oder Sekretion dieses Faktors durch P. aeruginosa führte. Denkbar 

ist auch, dass durch die virale Infektion ausgelöste Immunantwort der 

bronchialen Epithelialzellen die Bedingungen für P. aeruginosa insofern 

veränderten, dass er zur Bildung des Faktors angeregt worden war. 

Direkte bakterielle-virale Interaktionen zweier Lungenpathogene sind bislang nur 

wenig beschrieben. Rowe et al. beobachteten, dass es zwischen Influenza Viren 

und zahlreichen Bakterien (S. pneumoniae, S. aureus, M. catarrhalis und H. 

influenzae) zu einer direkten Interaktion kam, die zu einer verstärkten Adhärenz 

dieser Bakterien an bronchialen Epithelialzellen führte.222 Ähnliches konnten van 

Ewijk et al. für RSV und P. aeruginosa beobachten.117 Allerdings agieren die 

Atemwegsviren in diesen Fällen vermutlich eher als Kopplungsvermittler 

zwischen Bakterien und viralen Bindungsstellen der Epithelzellen. Eine direkte 

Beeinflussung des bakteriellen Transkriptoms und in Folge auch der Virulenz 

durch einen viralen Atemwegserreger konnten Smith et al. in der Interaktion 

zwischen Pneumococcen und RSV beobachten.223 

Eine weitere Möglichkeit bestand darin, dass die Coinfektion, nicht aber die 

alleinige Infektion mit HRV oder nicht-mukoidem P. aeruginosa die Epithelzellen 

selbst zur Ausbildung einer endogenen Protease anregten oder die Bildung 

endogener Proteaseinhibitoren hemmte. Repnik et al. beschrieben die 

Aktivierung und Deaktivierung verschiedener Chemokine durch Spaltung durch 

Cathepsine.224 Van den Steen et al. beobachteten, dass aus neutrophilen 

Granulozyten stammende Gelatinase B die Aktivität von IL-8 durch 

aminoterminales Schneiden deutlich verstärken konnte.225 Waern et al. sowie 

Zhao et al. konnten zeigen, dass Proteasen aus Mastzellen IL-6 degradieren 
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können.226,227 Es gibt bislang allerdings keine Berichte über endogene Proteasen 

aus bronchialen Epithelialzellen die IL-6 modulieren. 

 

Die Wirkung von IL-6 während Infektionen der Atemwege und Lunge ist vielseitig. 

Insbesondere reguliert IL-6 den Übergang von angeborener zu adaptiver 

Immunantwort durch Aktivierung einer T-Zell-Antwort und Limitierung der 

Rekrutierung neutrophiler Granulozyten.228-231 

Saint-Criq et al. zeigten in-vitro, dass in Abwesenheit von IL-6 ein IL6-

JAK/STAT3-Signalweg gehemmt war, was zu einer Inhibition zellulärer 

Reparaturmechanismen führte. Am Mausmodell konnte gezeigt werden, dass 

dies zu einer Lungenschädigung und Inflammation führte. Außerdem wurde in-

vivo beobachtet, dass Überexpression von IL-6 durch Hochregulation von IL-17 

und IL-22 -abhängiger antimikrobieller und Reparatursignalwege vor 

Lungenschädigung durch P. aeruginosa- Infektion schützen kann. 221 

Yang et al. untersuchten in-vivo am Mausmodell die Rolle von IL-6 nach 

Influenza-induziertem Lungenschaden. Sie fanden heraus, dass IL-6 die Virus-

induzierte Apoptose der bronchialen Epithelialzellen reduzierte und somit das 

Zellüberleben förderte, gleichzeitig die Progression einer Fibrose durch Zunahme 

der Apoptose in Fibroblasten verhinderte. IL-6-Defizienz führte zu Depletion von 

Alveolarmakrophagen und eingeschränkter Phagozytosefähigkeit der 

verbliebenen Makrophagen. IL-6 defiziente Mäuse zeigten eine höhere Viruslast 

und eine höhere Mortalität bei Influenzainfektion.232 

Lauder et al. fanden heraus, dass IL-6-defiziente Mäuse bei viralen 

Lungeninfektionen zum einen Defizite in der antiviralen T-Zell Antwort aufwiesen 

und gleichzeitig eine eingeschränkte inflammatorische Resolution aufwiesen. Sie 

zeigten, dass IL-6 hierdurch eine zentrale Rolle in der anti-viralen Abwehr hatte 

und außerdem eine überschießenden inflammationsbedingten Gewebeschaden 

verhinderte. 233 

Pyle et al. betonten ebenfalls die zentrale Position von IL-6 in der Resolution der 

Inflammation nach RSV-Infektion.234  

Unterschiede in der IL-6 Antwort auf virale Atemwegserreger sind auch in-vivo 

bei Menschen von Bedeutung. Doyle et al. konnten an gesunden Probanden 

sehen, dass ein Polymorphismus im IL-6 Promotor, der zu einer geringeren IL-6 
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Produktion führte, mit schwereren klinischen Symptomen während einer HRV-

Infektion verbunden war.235 

Die Untersuchungen von Van der Poll et al. lassen außerdem darauf schließen, 

dass IL-6 auch in der Abwehr bakterieller Atemwegserreger eine wichtige Rolle 

spielt. IL-6 defiziente Mäuse hatten eine eingeschränkte Abwehr gegen S. 

pneumoniae und starben signifikant früher an der hierdurch verursachten 

Lungenentzündung.236 Ladel et al. zeigte, dass IL-6 defiziente Mäuse auch eine 

eingeschränkte Abwehr gegenüber M. tuberculosis hatten.237 

Insbesondere Ergebnisse der in-vivo Experimente sind nicht vollständig auf die 

Untersuchungen dieser Arbeit übertragbar, da viele Zelltypen (Immunzellen, 

Fibroblasten) in dem hier verwendeten Modell nicht vorhanden waren. Dennoch 

bestätigten und ergänzten diese Arbeiten die Beobachtungen meiner 

Infektionsexperimente. IL-6 hat zentrale Funktionen in der Immunantwort auf eine 

Infektion der Atemwege und die Depletion von IL-6 in Coinfektionen von HRV mit 

dem nicht-mukoiden P. aeruginosa- Isolat könnte eine wichtige Ursache für die 

schwerwiegenderen zellulären Schädigungsmuster unter diesen Bedingungen 

darstellen. 

 

5.6 Fazit 
 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass eine chronische Infektion 

mit P. aeruginosa die Immunantwort primärer bronchialer Epithelialzellen auf eine 

Rhinovirus Infektion modulieren kann. Es wurde außerdem beobachtet, dass 

auch der zytopathische Effekt der Virusinfektion durch die vorangegangene 

bakterielle Infektion beeinflusst werden kann: im Vergleich mit rein viralen 

Infektionen zeigte sich in Coinfektionen mit HRV und einem nicht-mukoiden P. 

aeruginosa- Isolat ein stärkeres Schädigungsmuster. Gleichzeitig konnte in 

Coinfektionen eine signifikante Induktion der IL-1 und IL-6 mRNA-Expression 

festgestellt werden. Auf Proteinebene fand sich unter diesen Bedingungen 

vermehrt IL-1b. Im Gegensatz hierzu konnte eine fast vollständige Depletion von 

IL-6 auf Proteinebene beobachtet werden. Das Fehlen von IL-6 konnte auf einen 

löslichen Faktor zurückgeführt werden, der nur unter den Bedingungen der 

beschriebenen Coinfektionen entweder durch P. aeruginosa oder pBECs 

freigesetzt wurde. Es wurde gezeigt, dass dieser Faktor auch extern zugeführtes 
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IL-6 degradierte oder band und das dieser Prozess durch Hitzeinaktivierung 

unterbunden werden konnte.  

Zahlreiche Vorarbeiten betonen die zentrale Rolle von IL-6 in der anti-viralen 

Immunantwort, Resolution der Inflammation und Abwehr eines 

inflammationsbedingten Gewebeschadens. Die hier vorgestellten Ergebnisse 

sind demnach potentiell von großer Bedeutung und hoher klinischer Relevanz, 

da sie mit erklären können, warum virale Atemwegsinfektionen bei Patienten mit 

vorangegangenen P. aeruginosa- Infektionen einen schwereren Verlauf haben.  

 

5.7 Ausblick und klinische Konsequenzen 
 

Die durch die Experimente dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse werfen bereits 

weitere Fragen auf. Der für die IL-6 Degradierung oder Bindung verantwortliche 

Faktor sollte identifiziert werden. Durch Ausweitung der hier beschriebenen 

Inhibitionsexperimente auf weitere Proteaseinhibitorklassen könnten Nicht-

Metalloproteasen gehemmt und somit als Ursache erkannt werden. Eine 

Überprüfung könnte anschließend beispielsweise mittels Pseudomonas-

Mutanten erfolgen. Inhibition dieses Faktors oder Ausschalten mittels Mutante 

während der Infektionsexperimente würde zudem das Verständnis über die 

biologische Relevanz der hier beschriebenen Immunmodulation verbessern. 

Die gezeigte Modulation der inflammatorischen Antwort durch P. aeruginosa ist 

abhängig vom Bakterienstamm, was sich gut mit bereits publizierten Studien 

deckt.173,221 In Zukunft sollten weitere klinische Isolate verglichen werden um 

Unterschiede und Gemeinsamkeiten beurteilen zu können. 

Interessant wird ebenfalls sein, ob die gezeigten Veränderungen der 

Immunantwort spezifisch für Coinfektionen mit Rhinoviren sind oder auch bei 

anderen Atemwegsviren auftreten.  

Das hier etablierte Infektionsmodells für chronische Pseudomonas-Infektionen 

wird helfen viele dieser Fragen zu beantworten. Ein Vergleich mit simultanen 

Coinfektionen ohne vorangegangene längere Phase bakterieller Infektion wird 

zudem zeigen können, welcher Anteil der gezeigten Veränderungen abhängig ist 

von länger andauernden Infektionen und damit beispielsweise auch 

einhergehenden epigenetischen Veränderungen. 
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Neben weiterführenden labor-experimentellen Untersuchungen können die 

gewonnen Erkenntnisse dieser Arbeit auch Ausgangspunkte für klinische Studien 

bieten. Die Ergebnisse sind kongruent mit zuvor genannten Untersuchungen und 

legen nahe, dass Patienten deren Lungen mit P. aeruginosa infiziert sind einen 

schwerwiegenderen Verlauf viraler Atemwegsinfektionen haben können. 

Aufbauend auf der Studie von Sorensen et al.  sollten weitergehende klinische 

Studien an CF-Patienten durchgeführt werden, um die Evidenz hierzu zu stärken.  

Die Diversität von P. aeruginosa und damit verbundenen Unterschiede in der 

Ausprägung der Virulenzfaktoren und letztlich auch Unterschiede der 

Immunmodulation könnten Anhaltspunkte zur verbesserten Behandlung der CF-

Patienten bieten. Bei P. aeruginosa-freien Patienten und intermittierendem 

Nachweis werden aktuell sechs Proben gleichmäßig über das Jahr verteilt 

gewonnen. Bei chronischer Infektion, also ≥ 50% P. aeruginosa-positiver Proben 

bei mindestens sechs Probenahmen pro Jahr, erfolgen vier Probenentnahmen 

pro Jahr. Der Schwerpunkt der Routinetestung liegt aktuell vor allem auf der 

Antibiotikaresistenz und Phänotypisierung der Mukoidität.238 Dies wird P. 

aeruginosa als sehr versatilem Bakterium jedoch nur unzureichend gerecht. Mit 

zunehmendem Wissensstand könnte es sinnvoll werden, die bakterielle 

Diagnostik auszuweiten. Die Immunmodulation ist besonders abhängig von der 

Ausprägung bakterieller Virulenzfaktoren, insbesondere verschiedenen 

bakteriellen Proteasen. Eine detailliertere Analyse dieser bakteriellen 

Eigenschaften könnte in der Zukunft Teil der personalisierten Medizin für CF-

Patienten werden. Denkbar ist auch, dass diese bakteriellen Proteasen einen 

therapeutischen Angriffpunkt darstellen könnten. 

 

Während sich infektiologische Untersuchungen lange Zeit auf einzelne 

Pathogene beschränkten, stützen die Ergebnisse dieser Arbeit die Vielzahl 

neuerer Literatur, die die große biologische Relevanz des Kontextes einer 

Infektion mitberücksichtigt. Die große Komplexität des Zusammenspiels 

bakterieller, viraler und fungaler Pathogene mit dem Wirt selbst und dessen 

Mikrobiom wird auch zukünftig ein spannendes Forschungsfeld bleiben.  
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6 Zusammenfassung 
 

Chronische pulmonale Infektionen mit Pseudomonas aeruginosa (PA) betreffen 

die überwiegende Mehrheit der erwachsenen Mukoviszidose (Cystische Fibrose, 

CF) Patienten. 

Diese Infektionen führen gesichert zu einer Abnahme der Lungenfunktion und 

Zunahme der Mortalität der Patienten. Atemwegsviren stehen im Verdacht 

pulmonale Exazerbationen bei CF-Patienten auszulösen. Unklar ist jedoch, 

welchen Einfluss eine chronische Infektion mit PA auf die Anfälligkeit und 

Reaktion des Atemwegsepithels auf virale Infektionen hat.  

Das Ziel dieser Arbeit war es daher, die Interaktionen zwischen PA, humanen 

Rhinoviren (HRV) und primären bronchialen Epithelzellen zu untersuchen. 

Hierfür wurden Zellen von jeweils drei Patienten mit CF und mit 

Lungenemphysem aus Lungenexplantaten isoliert und in einem speziellen Air-

Liquid-Interface Zellkulturmodell zu einem mukoziliär differenzierten 

mehrreihigen Flimmerepithel kultiviert. Chronische Infektionen wurden mit 

klinischen PA Isolaten für einen Gesamtzeitraum von 16 Tagen durchgeführt. 

Anschließend wurden die Zellen mit HRV infiziert. Schlüsselzytokine, Interferone 

und virale RNA wurden mittels Cytometric bead array, ELISA und qPCR 

bestimmt. 

Rein virale Infektionen mit HRV führten zu einem Anstieg von IL-1, -6, -8, TNF- 

α, IP10 und IFN-b, IFN-l1 sowie ISGs und in ähnlichem Ausmaß konnte dies 

auch bei Coinfektionen mit einem mukoiden PA-Isolat beobachtet werden. 

Coinfektionen mit einem nicht-mukoiden PA-Isolat führten im Vergleich zu rein 

viralen Infektionen zu vermehrter Expression von IL-1β und IL-6 mRNA. Während 

es unter diesen Bedingungen auch auf Proteinebene zu einem Anstieg der IL-1β 

Konzentration kam, lag die Konzentration von freiem IL-6 Protein in nahezu allen 

Proben unter der Nachweisgrenze. Zellkulturmedium aus Coinfektionen mit 

diesem nicht-mukoiden PA-Isolat führten zudem zu einem Abbau oder einer 

Bindung von extern zugegebenen rekombinantem IL-6.  

IL-8, IP-10, TNF-α Protein und mRNA von IFN-β, -λ1 und ISGs, sowie die 

Viruslast waren vergleichbar zwischen rein viralen Infektionen und bakteriell-

viralen Coinfektionen. Ebenfalls keine Unterschiede wurden zwischen Zellen von 

Emphysem und CF-Spendern gefunden.  
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Insgesamt zeigen diese Daten, dass eine PA-Infektion die Antwort differenzierter 

bronchialer Epithelzellen auf eine Virusinfektion verändern kann. Die hierdurch 

veränderte Immunantwort und möglicherweise eingeschränkten epithelialen 

Reparaturmechanismen könnten eine Ursache aggravierter viraler Infektionen in 

P. aeruginosa-infizierten Atemwegen darstellen. 

Ein besseres Verständnis der Interaktionen zwischen chronisch-bakteriellen und 

viralen Atemwegsinfektionen könnte potenziell die Behandlung virus-induzierter 

Exazerbationen bei PA-infizierten CF-Patienten verbessern. 
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7 Abstract 
 

Chronic pulmonary Pseudomonas aeruginosa (PA) infections affect the majority 

of adult cystic fibrosis (CF) patients. PA infections lead to a decrease in lung 

function and increase in mortality. Respiratory viruses are suggested to trigger 

pulmonary exacerbations in CF, yet it is unclear if chronic PA infections affect the 

susceptibility of the airway epithelium and response to viruses. 

The aim of this study was to investigate interactions between PA, human 

rhinovirus (HRV) and primary bronchial epithelial cells. Therefore, cells from three 

CF and three emphysema patients were isolated and cultured as air-liquid 

interface cultures to achieve a mucociliary differentiated pseudostratified 

epithelium. Chronic infection with clinical PA isolates was carried out for a total 

period of 16 days. Subsequently, cells were infected with HRV. Key cytokines 

and viral RNA were quantified by cytometric bead array, ELISA and qPCR.  

HRV infection alone increased the concentration of IL-1,-6,-8, TNF- α, IP10, IFN-

β, -λ1, ISGs and to a similar extent in cells co-infected with a mucoid PA isolate.  

Coinfection with a non-mucoid PA isolate increased IL-1β and IL-6 mRNA 

expression compared to pure virus infection. While this lead to increased IL-1β 

protein concentrations, we found drastically decreased IL-6 protein in 

coinfections with this isolate.  

Cell culture medium obtained from coinfections with this non-mucoid PA isolate 

was able to degrade or bind recombinant IL-6 in a heat-sensitive manner. 

IL-8, IP-10 and TNF-α protein, as well as IFN-β, -λ1 and ISGs mRNA and viral 

load did not differ between virus-infected and co-infected cells.  

We could not detect significant differences in these readouts between 

emphysema and CF-cells. 

These data show that PA infection can change the response of pBECs to viral 

infection. The changed immune response and possibly impaired epithelial repair 

could cause an aggravated outcome of viral infection in PA-infected airways. 

Understanding the interactions between chronic bacterial infection and 

respiratory viruses could potentially improve management of virus-induced 

exacerbations in PA-infected CF-patients.   
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