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1 Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1  Adult Respiratory Distress Syndrome (ARDS)

Die Lungen sichern den Gasaustausch von Sauerstoff und Kohlendioxid des
Saugerorganismus. Erkrankungen wie das ,Adult Respiratory Distress Syndrome*
(ARDS) beeintrachtigen diese Vitalfunktion und stellen einen lebensbedrohenden
Zustand dar’. Jahrlich treten in Deutschland zirka 50.000 Félle von ARDS auf. Trotz
enormer intensivmedizinischer Bemihungen konnte die Mortalitat von zirka 50 % seit
1970 nicht nennenswert gesenkt werden?. Das ARDS stellt eine ausgepragte Folge-
und Schockreaktion der Lungen dar, die pathoatiologisch aus schweren, pulmonalen
und extrapulmonalen Erkrankungen resultieren kann. Pathogenetisch nehmen die
Sepsis oder bakteriell verursachte Pneumonien (43%) den grof3ten Anteil ein.
Weiterhin spielen Polytraumata mit direkter und indirekter Schadigung der Lungen

oder die Aspiration eines toxischen Agens eine verursachende Rolle fiir das ARDS?.
1.1.1 Pathoatiologie des ARDS

Toxine gram-negativer und gram-positiver Bakterien fUhren zu Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine (z.B. IL-8, Interleukin-8) und folglich zu chemotaktischer
Anlockung neutrophiler Granulozyten (polymorphonuclear neutrophils, PMN) und zur
weiteren Aktivierung pro-inflammatorischer Signalkaskaden. Diese Leukozyten
sezernieren aggressive  Sauerstoffradikale und  mikrobizide  Substanzen,
welche, neben der Abwehr entzindlicher Agenzien, eine Zerstérung der
Lungengeriststruktur zur Folge haben kénnen*®. Durch Inhibition von z.B. PMN-
Apoptose kommt es zu einer protrahierten Freisetzung von Sauerstoffradikalen und
der konsekutiven Zerstorung der durch ,tight junctions® gesicherten alveolaren epi-
und endothelialen Barriere®. Es folgt ein kapillarer Ausstrom eines proteinreichen
Exsudats (exsudative Alveolitis), welches in ein diffuses, meist bilaterales, nicht-
kardial verursachtes, interstitielles und intraalveolares Lungenddem miuindet. Die
Ausbildung hyaliner Membranen (proteinreiche Niederschlage auf den
Alveolarsepten) vermindern die Gasaustauschkapazitat erheblich. In der Spatphase
(>48h) geht die exsudative Form des ARDS in eine sklerosierende Form der
Alveolitis Uber, wobei eine Reepi- und —endothelialisierung der alveolokapillaren

Membran stattfindet. Eine Rarefizierung der Kapillaren, bedingt durch
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Mikrothrombosierungen und eine Verdickung der Alveolarsepten durch ungehemmte
Fibroproliferation, mit Folge einer interstitiellen Lungenfibrose, kdonnen in einer
irreversiblen respiratorischen Insuffizienz miinden’®.

Pro-inflammatorische Zytokine nehmen eine zentrale Rolle wahrend Initiation
und Verlauf von Sepsis und ARDS ein®. Messungen von Zytokinexpression und
-lokalisation an ARDS erkrankten Patienten ergaben, dass die zeitliche sowie
quantitative und qualitative Phaseneinteilung durch diese Parameter sehr schwierig
sind. Schon im Initialstadium des ARDS wiesen Bronchioalveolare Lavagen (BAL)
durch die positive Korrelation der Konzentrationen des LPS-Rezeptors soluble
cluster of differentiation 14 (sCD14) mit der invadierenden Menge PMN’s
richtungsweisende Befunde auf'®'". Hohe Konzentrationen Tumor Necrosis Factor o
(TNFa) fanden sich ebenfalls zu Beginn der Erkrankung und persistierten wahrend
des Verlaufes'?. Anhaltend hohe Spiegel pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-1p
korrelierten mit einem ungiinstigen Verlauf der Erkrankung®'?. Donnelly et al. stellte
ferner IL-8 als einen wesentlichen Prediktor fur Beginn und Verlauf des ARDS
heraus, allerdings liegen gegenteilige Ergebnisse vor®™. Fiir IL-10 und Interleukin-
1Rezeptorantagonist (IL-1Ra) erwiesen sich geringe Spiegel in BAL-Flussigkeiten als
negativer Indikator fiir das Uberleben von Patienten'. Die pulmonale Bedeutung der
anti-inflammatorischen Zytokine IL-4, IL-13 und IL-10 bezlglich LPS-induzierter
Genese von primar (Pneumonie) und sekundar (Sepsis) verursachten ARDS sowie

deren Rolle in méglicher Pradiktion und Pravention ist weitestgehend unbekannt.
1.2 Lipopolysaccharide

Lipopolysaccharide (LPS, Endotoxin) ist integraler Bestandteil der auReren Membran
gram-negativer Bakterien. Im Rahmen gram-negativer Infektionen eines Organismus
kommt es durch massiven bakteriellen Zerfall zu LPS Freisetzung und LPS-
induzierter  Aktivierung von nuclear factor kappa B (NFxB). Dieser
Transkriptionsfaktor fuhrt zur Produktion pro-inflammatorischer Zytokine in
verschiedenen Zelltypen'®'®. Fieber, Hypotension, Sepsis und ARDS stellen schwere
klinische Manifestationen starker LPS-Exposition dar.

Tobias et al. zeigte, dass die Bindung von LPS an das spezifische Transportprotein
LPS-binding-protein (LBP) in vivo zur Stimulation einer Immunreaktion als Antwort
t'.

auf geringe Mengen LPS wesentlich beitrag Der Monozyten/Makrophagen
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Differenzierungsmarker CD14 dient als spezifischer Rezeptor des LPS/LBP
Komplex'®. AuRer der zellmembran-gebundenen Form des CD14 existiert eine
|6sliche Form (sCD14), die CD14"-Zellen (z.B. Epi- und Endothelzellen) befahigt eine
LPS-Antwort durch humorale Bindung des LPS/LBP Komplex hervorzubringen'.
Strukturanalysen und Transfektionsversuche erwiesen, dass der glykosyl-
phosphatidyl-inositol ~ verankerte  CD14  Rezeptor, durch Fehlen einer
transmembranaren Domane, kein LPS Signal in die Zelle libertragen kann?. In vitro
Versuche an humanen Endothelzellen zeigten, dass durch Zusatz von sCD14 und
LBP haltigem Serum, die Endotoxin Sensitivitat, gemessen an der NFxB
Phosphorylierung, bis zu 3000-fach zunimmt?'. Nach Bindung von sCD14 an
LPS/LBP wird neben der Vermittlung einer pro-inflammatorischen Reaktion,
gleichzeitig auch die Neutralisation von LPS durch ,high density Lipoproteine® und
konsekutiven hepatozellularen Abbau vermittelt®,

Die in Drosophila identifizierten, dem IL-13 Rezeptor verwandten und im Menschen
bezeichneten Toll like receptors (TLR) konnten als Korrelat der humanen und
rodenten LPS Signalvermittiung herausgestellt werden®. Die TLR-Isoformen weisen
ein universelles Erkennungsmuster (pattern recognition receptors) gegentber sowohl
gram-negativen, als auch gram-positiven Bakterienbestandteilen auf®. EIf TLR-
Isoformen (1-11) mit unterschiedlichem zellularem Expressionsmuster konnten
bisher identifiziert werden, wobei sehr wahrscheinlich TLR-4 LPS induzierte
Signaltransduktion vermittelt?**?°. TLR-4 interagiert mit CD14 und MD-2
(membranares  Ko-Molekul) unter Ausbildung eines spezifischen LPS
Rezeptorkomplexes. Die Oligomerisierung dieses Rezeptorkomplexes wird durch
LPS/LBP ausgeldst®.

In der Lunge stellen LBP und sCD14 Bestandteile des alveolaren Flussigkeitsfilmes
dar und sind, wie auch membrangebundenes CD14 auf Alveolarmakrophagen (AM),
in der Lage LPS Signale via TLR-4 zu vermitteln?’. Die Konzentrationen von LBP und
sCD14 stiegen in der BAL bei ARDS Patienten um bis zum Zehnfachen''. Die
uberwiegende Produktion des ,Akute Phase Proteins® LBP sowie dessen
messenger (mM)RNA findet in der Leber statt. Diese konnte jedoch auch in
pulmonalen Zelltypen dargelegt werden. In der Lunge sind vor allem
Alveolarepithelien und Pneumozyten Typ Il zur Produktion von LBP in der Lage, aber

auch glatte Muskelzellen von Pulmonalarterien weisen diese Eigenschaft auf®®.
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Exogenes LPS erhdht alveolares LBP, welches wiederum die erhdhte Expression
von IL-1B, TNFa, IL-8 und IL-6 zur Folge hatte®?°. Diese Zytokine spielen in ihrem
komplexen Zusammenspiel fur die Pathogenese des ARDS eine maligebliche Rolle.
1989 zeigte Nelson et al. eine Kompartimentierung dieser Mediatoren in der Lunge™.
Die lokal-pulmonale zellulare Expression sowohl pro- als auch anti-inflammatorischer
unter LPS regulierter Mediatoren, ist bislang erst unvollstandig untersucht. Aus
diesem Grund versucht die vorliegende Arbeit, einen Beitrag zur Erweiterung der
bereits vorliegenden Erkenntnisse eines Zytokinexpressionsprofils beim ARDS zu

leisten.
1.3 Interleukin-4 und Interleukin-13

IL-4 wurde 1982 durch seine Eigenschaft, aktivierte B-Zellen zur Proliferation und
Antikorpersekretion anzuregen identifiziert®'. Bis heute wird angenommen, dass sich
das zellulare Vorkommen auf leukozytare Zelltypen beschrankt. In erster Linie sind
CD4" Tho- (T-Helfer-Zellen) und Thy-Zellen zu nennen, aber auch CD8" T-Zellen
sowie Mastzellen und basophile Granulozyten werden als Expressionsort
favorisiert’*®. Das spater entdeckte IL-13 teilt zahlreiche biologische Eigenschaften
und die zellulére Herkunft mit IL-4°°.

Durch IL-4 induzierte Differenzierung antigen-stimulierter T-Zellen zu Thy-Zellen
kommt es zur weiteren Expression von |L-4 und anderer Mediatoren®”. Anti-
inflammatorische Zytokine wie IL-4 und IL-13 sind Immunmodulatoren, welche durch
Regulation und Inhibition auf die Monozyten/Makrophagen sowie Th¢-Expression
pro-inflammatorischer Zytokine, von z.B. Interferon y (IFN), TNFa, oder IL-1p Einfluss
nehmen®. Ob diese Modulationen einen potentiell protektiven Einfluss auf die
Genese des ARDS haben, ist nicht vollstandig geklart.

B-Zellen werden durch IL-4 bzw. IL-13 stimuliert, ihre Antikorperproduktion (Ak) auf
Immunglobulin E (Ig) und IgG4 umzustellen, wobei der ,low affinity IgE receptor”
(CD23) und major histocompatibility complex class Il (MHC II) auf der Oberflache

39;40

von B-Zellen herauf reguliert werden™ ™. Die Produktion pro-inflammatorischer

Zytokine und Chemokine durch Monozyten wird durch beide Mediatoren inhibiert®**!,
Synergistisch mit TNFa induziert 1L-4 die Expression von ,Vascular Cell
Adhesion Molecule-1“ und unterdrickt gleichzeitig die Expression von

,Endothelial-Selectin“ auf Endothelzellen. Dadurch wird im Ubergang von akuten zu
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chronischen Entzundungsprozessen ein Wechsel zwischen Neutrophilen- und
Lymphozytenmigration begiinstigt*?.

Diese biologischen immunmodulatorischen Funktionen beider Zytokine spielen in der
Genese inflammatorischer (z.B. ARDS) und allergischer (z.B. Asthma) Erkrankungen
eine wichtige Rolle und tragen Verantwortung fir die Regulation leukozytarer
Adhasion und folgender Inflammation.

Als Gegenpart zu IL-6 inhibierte IL-4 die CD14 Freisetzung von der Oberflache von
AM. IL-4 konnte somit eine sCD14 ausgeldste LPS Antwort in der frihen Phase
inflammatorischer Prozesse in endothelialen oder epithelialen Zellen verhindern®?.
Ahnlich inhibierte IL-13 in humanen Monozyten die Expression von TNFo und
CD14™.

Durch Transfektion von IL-4 und IL-13 in Balb/c-Mause kam es zu hoher
hepatozellularer und lienaler Expression von IL-4 und IL-13 Protein. Der entstandene
anti-inflammatorische Synergismus wurde in der Inhibition des endogenen
TNFa—Anstieges nach anschlieRender Applikation einer letalen LPS-Dosis deutlich.
Der Gentransfer wirkte sich signifikant positiv auf die Uberlebensrate der Tiere aus®.
Eine Arbeit von Jain-Vora et al. verdeutlichte die Potenz von IL-4 zur Auflésung
gram-negativer Infektionen durch Pseudomonas aeruginosa in IL-4 transgenen
Mausen“®. Pulmonales Bakterienwachstum konnte drastisch reduziert und das
Uberleben der Tiere signifikant gesteigert werden.

IL-4 und IL-13 teilen ein sehr grol3es biologisches Wirkungsspektrum auf Zellen der
leukozytaren, epithelialen und endothelialen Reihe. Dies korreliert mit der ubiquitaren
membrandren IL-4 Rezeptorexpression (IL-4Ra.)*’. Die Expression betragt meist nur
hundert bis einige tausend Moleklle pro Zelle und ist daher nur schwach
nachweisbar*’*®.

IL-4Ra dient als gemeinsamer Rezeptor beider Mediatoren. Der IL-13 Rezeptor
bestent aus einem Heterodimer der Komponenten IL-13Ra1 und IL-4Ra. Der
IL-13Ra1 wird auf vielen verschiedenen Zelltypen exprimiert und ist weitestgehend
identisch mit der Verteilung von IL-4Ra*°. IL-4Ra. ist essentiell fir die Bindung von
IL-13 an seinen Rezeptor’.

Bei IL-4Ra handelt es sich um die hochaffine Bindungsstelle des IL-4
Rezeptorkomplexes fur IL-4. Die zweite wichtige Komponente ist die sogenannte
common y chain (yc-chain). Die yc-chain bildet das Bindeglied zur intrazellularen

Signaltransduktion und wurde erstmals im Zusammenhang mit dem IL-2R
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identifiziert®'. Sie spielt ferner im Zusammenhang mit anderen Rezeptoren eine
wichtige Rolle (z.B. IL-7R, IL-9R, IL-15R). Sie ist jedoch nicht in die
Signaltransduktion von IL-13 involviert. Die Funktion der yc-Kette wird fur IL-13
Signaltransduktion von anderen oberflachenexprimierten Polypeptiden
{ibernommen®%°3,

Die Bindung an den IL-4 Rezeptorkomplex hat in unterschiedlichen Zelltypen die
Stimulation  diverser  Signaltransduktionswege zur Folge. Sowohl eine
Homodimerisierung der o-Kette als auch eine Heterodimerisierung von o- und

vc-Kette kann Signale initiieren®°,

Die intrazellulare Weiterverarbeitung des
Rezeptorsignals kann ebenso bereits durch extrazellulare Unterschiede in der
Aminosauresequenz determiniert sein. So ist eine Isoleucin/Valin Substitution an
Position 50 der extrazellularen Rezeptordomane fur die Heraufregulierung der IgE
Synthese verantwortlich®”. Der zentrale Schritt von der Umsetzung des
Rezeptorsignals in die intrazellulare Signaltransduktion erfolgt durch die Aktivierung
spezifischer Tyrosinkinasen, welche wiederum durch Phosphorylierung die Aktivitat
weiterer Mediatoren steuern®. Kinasen aus verschiedenen Familien (,Src“-Familie,
Janus-Kinasen-Familie (JAK) usw.) sind dabei direkt in die rezeptorvermittelte
Transduktion involviert®®.

Im Falle der IL-4/13R Signaltransduktion spielen JAK Mitglieder eine entscheidende
Rolle®®. JAK1 und JAK3 werden durch die jeweilige IL-4R Komponente (a-Kette oder
yc-Kette) aktiviert, welches die Phosphorylierung der zytoplasmatischen
Rezeptordomane zur Folge hat. Konsekutiv folgt die Phosphorylierung des IL-4
spezifischen signal transducer and activator of transcription-6 (STAT-6)>.
Seinerseits phosphoryliert und homodimerisiert bildet STAT-6 durch Translokation in
den Nukleus das Bindeglied zwischen Rezeptorsignal und I[L-4 abhangiger
Transkription®>°.

Die IL-13Ra1 Domane ist fiir die IL-13 spezifischen Wirkmuster verantwortlich®'. Die
IL-13Ra1 bildet die Hauptdomane in nicht-hamatopoetischen Zellen des IL-4R
Komplexes®.

Experimente mit STAT-6 defizienten Mausen demonstrierten, dass nahezu alle
wichtigen biologischen Funktionen von IL-4 und IL-13 durch einen STAT-6 Verlust
blockiert werden. Zum Beispiel fand weder die Differenzierung von ruhenden
B-Zellen zu IgE produzierenden Zellen statt noch kam es zu Zellwachstum oder

Hochregulation von MHC Il bzw. CD23. Die Differenzierung von Tho-Zellen zu
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immunkompetenten IL-4, IL-5 und IL-10 produzierenden Thy-Zellen war vollig
blockiert®®®%%* Diese Funktionen waren teilweise auch in IL-4 defizienten Mausen
aufgehoben. Durch zusatzliche Blockade des IL-4Ra/IL-13Ra1 Signalweges wurden
die STAT-6 vermittelten biologischen Aktivitaten komplett blockiert.

Eine weitere wichtige intrazellulare Signalkomponente ist das ,Insulin Substrat-2°,
friher 4PS/IRS-2. Dieser Weg vermittelt im wesentlichen Signale zur Proliferation.
Diese waren jedoch ebenfalls komplett oder teilweise in STAT-6 defizienten Mausen
aufgehoben, so dass eine STAT-6 abhangige Signalverarbeitung angenommen

werden kann®,
14 Interleukin-10

1989 fanden Fiorentino et al. ein Protein, welches von Thy-Zellen produziert wird und
die Fahigkeit besitzt, die Zytokinsynthese von Thq-Zellen zu unterdriicken. Es wurde
zunachst ,cytokine synthesis inhibitory factor genannt, heute ist es bekannt unter
der Bezeichnung IL-10%. Aufgrund verschiedener Glykosylierungen besitzt es ein
schwankendes Molekulargewicht zwischen 17 und 21 kDa®®. Neben Saugerzellen,
z.B. aus Maus, Ratte oder Mensch, besitzt auch das Epstein-Barr-Virus die IL-10
DNA. Die Expression des viralen Proteins zeigt funktionell verwandte Eigenschaften
in vitro und in vivo, die Affinitat zu IL-10 Rezeptor (IL-10R) ist jedoch tausendfach
geringer als die der zellularen Form®®. Zelluldres und virales IL-10 transduzieren in
Effekt und Potenz unterschiedliche Signale®”.

IL-10 reguliert die Expression leukozytarer Zytokine und IGslicher Mediatoren,
welches die Art der Aktivierung und resultierende Effekte determiniert. Wie IL-4/13
supprimiert IL-10 die Zytokinsynthese in Thy-Zellen und daruber hinaus
auch in Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen). In letzterem Fall resultiert eine
Aktivationshemmung des Monozyten-Makrophagen-Systems und dendritischer
Zellen®® ™. Supprimierte Zytokine sind vor allem TNFa, IL-1a, IL-8, IL-12, GM-CSF,
MIP-1a, MIP-2, RANTES. IL-10 reguliert seine eigene Synthese und fordert die Ko-
Expression des Synergisten IL-1Ra’?"*,

Die Produktion von IL-10 in Monozyten und T-Zellen konnte durch unterschiedliche
Stimuli hervorgerufen werden. Eine Vorstimulation (priming) von Monozyten mit LPS
rief eine mit Cyclosporin A nicht zu unterdrickende IL-10 Expression hervor.

Stimulierte man T-Zellen Uber anti-CD3, so war die folgende IL-10 Produktion sehr
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gut mit Cyclosporin A zu unterdriicken”. Dies deutet auf eine differenzierte zellulare
und stimulus-abhangige Genregulation von IL-10 hin. IL-10 verminderte, im
Gegensatz zu IL-4, die Oberflachenexpression von MHC-Class Il. Dies fuhrt zur
Herunterregulierung der Antigenprasentation durch Monozyten gegeniber T-Zellen
via MHC-Class Il. Konsekutiv folgte der Verlust von CD54 (intracellular adhesion
molecule-1), CD80 und CD86 (ko-stimulatorische Molekule), welche auch nach

Stimulation durch IL-4 herunterreguliert wurden’®"’.

Im Gegenzug wurde die
Expression von CD64 (antikdrperabhangige Zytotoxizitat) und CD16 (IgG Rezeptor,
NK-Zytotoxizitat), Komponenten des FcR, stimuliert. Der FcR spielt eine
entscheidende Rolle bei der Opsonierung und Phagozytose von Bakterien durch
Monozyten sowie der Genregulation von IL-4 in Mastzellen’®,

LPS induzierte die endogene Produktion von IL-10. Hierbei zeigte sich in den
meisten Fallen, dass die IL-10 Serumspiegel zeitlich verzégert nach denen pro-
inflammatorischer Mediatoren ansteigen. In vitro Versuche an Monozyten
demonstrierten einen Anstieg der IL-10 Expression durch LPS oder TNFa nach 8-24
Stunden, Serumspiegel in Versuchen an Menschen und Schimpansen stiegen
jedoch schon nach 2 Stunden an’®®°. Dies kann ein Hinweis auf weitere IL-10
produzierende zellulare Systeme sein und auf eine schnellere endogene
Sezernierung hindeuten. IL-10 defiziente Mause waren gegentber Wildtyptieren
schon bei einer 20-fach niedrigeren LPS-Dosis sensibel, was sich durch das
Versterben der Tiere aullerte. Ferner zog eine LPS-Vorstimulation in diesen Tieren
eine hohe Rate von Shwartzman-Reaktionen nach sich®’. Kuhn et al. und Berg et al.
erarbeiteten wegweisende Erkenntnisse durch in vivo Versuche an IL-10 defizienten
Mausen. UberschieBende Entziindungsreaktionen im Rahmen schwerer chronischer
Darmerkrankungen konnten nicht mehr limitiert werden. Humane in vivo Experimente

bestatigten diese Erkenntnisse®'?*.

Andere Studien belegten, dass die
Uberlebensrate von Mausen nach Neutralisierung von IL-10 durch Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae oder Mycobacterium avium verursachte
Pneumonien verbessert wird®*®’. Offenbar wurde die intrazelluldre Prozessierung
phagozytierter Bakterien durch IL-10 abhangige Verminderung der Generation von
Superoxidanionen und Stickstoffmonooxid (NO) inhibiert®®. Rogy et al. konnte
demonstrieren, dass ebenso die Akkumulation und Infiltration von PMN in
Lungengewebe bei septischem Schock gehemmt wird®®. IL-10 verhinderte 1gG

induzierte PMN Migration wahrend der Frithphase von Entziindungen®. IL-10
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unterdrickte die LPS-induzierte Produktion von Zytokinen, Chemokinen und
Sauerstoffradikalen in PMN®"%2,

Serumbestimmungen der pro-inflammatorischen Zytokine TNFa und/oder IFNy
zeigten eine enge Korrelation zu dem Ausmall des LPS-induzierten septischen
Schocks und darauf folgender Mortalitdt von Mausen. Die Applikation von IL-10
senkte via Syntheseinhibition deren Serumspiegel fur TNFo und verbesserte die
Mortalitatsrate deutlich®*,

Andererseits besitzt IL-10 starke pro-fibrotische Eigenschaften. Weber-Nordt et al.
zeigte, dass die Rezeptorexpression in Fibroblasten nach ,priming“ mit LPS stark
zunahm®. IL-10 bewirkt in vitro und in vivo die Bildung extrazellularer Matrixproteine
durch direkte Hemmung der Enzyme Kollagenase und Gelatinase. Diese Effekte sind
von entscheidender Bedeutung in der spaten fibroproliferativen Phase des ARDS.
Die pro-koagulatorische Aktivitat in Form von Fibrinmonomergeneration wird
wiederum IL-10 abhangig unterdrickt, welches auf einen protektiven Effekt wahrend
der ARDS-Genese hinweist™*°.

Diese Befunde lassen eine mogliche protektive Rolle von IL-10 in den friihen Phasen
von ARDS und Sepsis vermuten. Allerdings weisen die biologischen Aktivitaten von
IL-10 in der Genese chronischer Entzindungen und der Beteiligung an fibrotischen
Prozessen auf einen pro-inflammatorischen Effekt dieses Zytokins hin. Fir ein
besseres Verstandnis dieser Vorgange werden Daten Uber den zeitlichen Verlauf
und die zellulare Lokalisation der IL-10 Expression benotigt.

Die IL-10 Signale werden uber den Rezeptor IL-10R vermittelt. Die meisten
hamatopoetischen Zellen exprimieren den Rezeptor in einer Anzahl von wenigen
hundert Molekulen pro Oberflache. IL-10R mRNA ist in allen bislang untersuchten
IL-10-reagiblen Zellen nachweisbar. Anders als fur IL-4, existiert fir IL-10 keine
physiologische 16sliche Form seines Rezeptors. Die rekombinante Form des sIL-10R
antagonisierte IL-10 Effekte und weist damit auf die zentrale Bedeutung des
Rezeptors fiir die Vermittlung von IL-10 Signalen hin'%%%".

Nach Protein-Rezeptor-Bindung findet eine Tyrosinphosphorylierung intrazellularer
Rezeptorkinasen und Transkriptionsfaktoren wie z.B. JAK-1, TYK-2, STAT-1,
STAT-3 und STAT-5 statt'®®'%  Dariiber hinaus stellten andere Arbeiten die
Einbeziehung von IL-10 in die NFkB-Kaskade dar. Wang et al. zeigte die IL-10
induzierte NFkB-Inhibition in aktivierten Monozyten, wohingegen Hurme et al. eine

Aktivierung von ,activating protein-1“ und NFkB in CD8" T-Zellen beschreibt'®*'%°,
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Die spezifischen Effekte auf oder durch NFkB, scheinen jedoch noch nicht
vollstandig geklart zu sein.

Neben den Untersuchungen an leukozytaren Zellen wurden nur wenige Experimente
an anderen Zelllinien durchgefuhrt. Bonfield et al. fand 1995, dass IL-10 konstitutiv
von epithelialen Zellen produziert wird, unter anderem von humanen
Bronchialepithelzellen'®. Auch UV stimulierte Keratinozyten von Mausen konnten
IL-10 sezernieren'””. Eine IL-10-Produktion humaner Keratinozyten konnte jedoch
nicht gefunden werden, was auf eine spezies-differente Expression schliel3en
lasst'®.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass IL-10 ein starker Limitator
inflammatorischer Prozesse ist und somit ein interessantes potentiell therapeutisches
Agens darstellt. Die zellulare Expression sowie die Bedeutung fur pulmonale
inflammatorische Erkrankungen ist weitestgehend unbekannt und soll in dieser Arbeit

neben anderen Schwerpunkten untersucht werden.
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1.5

Fragestellung

Zusammenfassend sollen folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1)

2)

4.)

Gibt es eine den Organismus Ubergreifende konstitutive Expression der anti-
inflammatorischen Zytokine IL-4, IL-13 und IL-10 sowie deren direkter

signaltransduzierender Komponenten?

Gibt es eine organbezogene zellulare Kompartimentierung der in 1.) genannten

Mediatoren?

Ist das erhobene pulmonale Expressionsmuster zwischen dem Nagetier Ratte

und dem Menschen identisch?

Wie verandert sich das zellulare Expressionsmuster von IL-4, I1L-13, IL-10 und
deren signaltransduzierenden Proteinen in LPS exponierten, isoliert-ventilierten

und blutfrei perfundierten Rattenlungen?

Nehmen Plasmafaktoren wie z.B. sCD14, LBP, IL-1Ra, slL-4Ra Einfluss auf die

in 4.) untersuchte Regulation?
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2 MATERIAL und METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Versuchsmaterial

Die Lokalisation anti-inflammatorischer Zytokine und deren Regulation in LPS
stimulierten Lungen wurde an Inzuchttieren des Stammes CD-Ratten (Sprague
Dawley) der Firma Charles River Deutschland durchgefihrt. Die Ratten waren
mannlich und zwischen 350g und 400g schwer. Die Praparation sowie Benennung
und Gliederung der Organe und Gruppen wird im Abschnitt 2.2.2 (Methoden), und in
Tab. 6.1.1 beschrieben.

Weiterhin wurden 29 normale humane Lungengewebeproben untersucht, die
aus operativen Eingriffen von Patienten mit verschiedenen lokal-pulmonalen
und nicht-pulmonalen Grunderkrankungen stammten. Es handelte sich sowohl
um primare Bronchialkarzinome verschiedener Differenzierung als auch um
sekundare Lungenbeteiligungen aufgrund von Metastasenabsiedlungen. Unter
zuerst genannten fanden sich Plattenepithelkarzinome, Adenokarzinome sowie
neuroendokrine Karzinome und grof3zellige Karzinome. Zur sekundaren pulmonalen
Beteiligung fuhrten Nierenzellkarzinom-Metastasen und Teratom-Metastasen.
Jeweils wurden zwischen einer und zehn Proben aus peripheren Anteilen
der Resektate entnommen und im Hamalaun-Eosin-Praparat histologisch auf
deren regelrechten Zustand der Organstrukturen untersucht. Das Kollektiv der
Probenspender war mannlich, mit einem Altersdurchschnitt von 64,5 Jahren und
einer Alterspanne von 43-77 Jahren.

Das LPS entstammt dem Bakterium Salmonella abortus equi und wurde von der
Fa. Cytogen (Bodenheim, Deutschland) bezogen. Der immunhistologische Nachweis
der Antigene erfolgte durch funf polyklonale und einen monoklonalen Primar-Ak
(Tab. 6.1.2). Die funf polyklonalen AK wurden von der Fa. Santa Cruz Biotechnology
Inc. (Heidelberg, Deutschland) bezogen. Es handelte sich um affinitats-gereinigte
Immunglobuline vom Typ IgG aus der Ziege bzw. dem Kaninchen.
Diese waren jeweils spezifisch gegen die Antigene IL-13, IL-4Ra, STAT-6, IL-10

und IL-10R gerichtet und wiesen Kreuzreaktivititen gegen Maus, Ratte
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und Mensch auf. Der monoklonale Ak gegen IL-4 stammte von der
Fa. Genzyme Diagnostics (Cambridge, USA).

Drei unterschiedliche Sekundar-Ak aus Kaninchen und Ziege fanden zur Detektion
der Primar-Ak Verwendung (Tab. 6.1.3). Es handelte sich jeweils um aufgereinigte
Fab)e Fragmente vom Typ 1gG, mit entsprechender Speziesspezifitdt gegen Maus,
Ziege und Kaninchen (Fa. Rockland/Biotrend, Deutschland). Die Sekundar-Ak sind
mit Alkalischer Phosphatase (AP) bzw. Peroxidase am Fp) Fragment kovalent
gebunden. Als Farbsubstrat wurde Vector Red und Tetramethylbenzidine (TMB) der
Fa. Vector Laboratories (UK) verwendet. Die Blockade endogener AP wurde mit
50uM Levamisol (Fa. Vector Laboratories, UK) durchgefihrt. Die Blockade
endogener Peroxidase mit 15% H20,. Poly-L-Lysin, normales Ziegen- und
Kaninchenserum, bovines Serumalbumin, TritonX-100, Tween 20, Paraformaldehyd,
Methylgriin, Hdmalaun Mayer, und Eosin G wurden von der Fa. Sigma (Deutschland)
bezogen. NaCl, NaH,PO4 und Na,HPO4 stammten von Fa. Roth (Deutschland) bzw.
Fa. Merck (Deutschland). Clarion entstammte von der Fa. NatuTec (Frankfurt a.M.,
Deutschland) und O.C.T. Compound Tissue Tek von Fa. Plano (Wetzlar,
Deutschland).

Alle Puffer und Medien wurden mit Aqua bidest angesetzt.

2.1.2 Mikroskopie

Deckglaser und Objekttrager stammten von der Fa. Menzel (Braunschweig,
Deutschland). Bei den Mikroskopen und zugehdrigen optischen Komponenten
handelte es sich um Anfertigungen der Fa. Leitz und Fa. Leica (Wetzlar,
Deutschland) (Typen Orthoplan und DMRXA). Die Dokumentationskamera (Typ

Micro Lumina) wurde von der Fa. Leaf (USA) hergestellt.

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchsplanung und Biometrik

Die physiologische zellulare Expression der anti-inflammatorischen Zytokine sollte

vorausgehend an 14 Organen des Gesamtorganismus untersucht werden. Hierfur
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wurden aus je funf Tieren der LPS-Versuche unbehandelte Organe (n=5) gewonnen
(Aufstellung siehe Abschnitt Tierpraparation 2.2.2 u. Tab. 6.1.1).

Der LPS-Stimulation von isolierten Rattenlungen wurden 10x Normalkontrollen
gegenuber gestellt (n=10). Diese wurden mit Krebs-Henseleit-Puffer (KHP) far 10
Minuten vaskular perfundiert. Die internen Versuchskontrollen reprasentieren 2x5
Lungen

(n=2x5), welche je fur 2 Stunden mit KHP jeweils ohne und mit Plasmazusatz
perfundiert wurden. Die LPS-Gruppen setzen sich aus 5 Rattenlungen
pro Gruppe zusammen (n=5). Die Stimulation der Lungen fand mit
50ng/ml, 1ug/ml und 10pug/ml LPS statt, wobei das Gesamtvolumen des Perfusat
zirka 100ml betrug. Alle Versuche wurden mit und ohne den Zusatz von 1,5%
tiereigenem Blutplasma (im folgenden Plasma) durchgeflhrt. Die Versuche wurden
nach jeweils 1 und 2 Stunden isoliert-ventilierter Lungenperfusion beendet.
Insgesamt ergaben sich 14 Gruppen normaler Organe, eine Kontrolllungengruppe, 2
perfundierte interne Lungenkontrollgruppen und 10 stimulierte Lungengruppen zu je
5 bzw. einmal 10 Tieren (Gruppen Lungen siehe Tab. 6.1.4).

Der immunhistologische Nachweis erfolgte fur jedes Protein an jedem
Gruppenmitglied einmal. Damit ergaben sich als Gesamtumfang 840 gefarbte
Praparate zuzuglich den Kontrollpraparaten. Als Kontrollen wurden Praparate zum
einen ohne Primar- und Sekundar-Ak und zum zweiten ohne Primar- jedoch mit
Sekundar-Ak inkubiert. Die Kontrollen wurden fir jede Farbung und fir jede

Organgruppe mitgefuhrt.

2.2.2 Praparation von Tieren und humanem Probenmaterial

Versuchsaufbau zur isolierten Rattenlunge erfolgte nach Ermert et al.’®. Nach pra-
trachealer Instillation von 2% Xylocain zur Lokalanasthesie erfolgte die mediane,
subkutane Inzision mit Freilegung und Intubation der Trachea. Durch Laparotomie
und konsekutiver Applikation von 1.000 internationalen Einheiten Heparin in die linke
Nierenvene wurde einer intravasalen Koagulation unter Praparation vorgebeugt.
AnschlieBend wurde die mediane Thorakotomie und Einbringung eines
Perfusionskatheters in die Arteria pulmonalis vorgenommen. Die Totung erfolgte

durch Eréffnung des linken Ventrikels und Entnahme des Herz-Lungen-Paketes. Die
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Lungen wurden nach Ablauf isoliert-ventilierter und perfundierter Versuchsdauer fur
immunhistologische Untersuchungen mit O.C.T-Tissue Tek tracheal instilliert.
Wahrend der Tierpraparation fur den Lungenversuch wurden die weiteren Organe
sukzessive entnommen. Der Thymus wurde direkt vor Entnahme des Herz-Lungen-
Paketes asserviert. Die Herzspitze konnte durch den direkten Totungsprozess der
Tiere Ubernommen werden. Im Anschluss an die Lungenpraparation erfolgte die
Entnahme von Leber, Milz, Glandula submandibularis, Pankreas, Magen-Darm-Trakt
und einer Hautprobe. Schilddrise und Nebenschilddrise wurden zusammen mit der
Trachea entnommen (Tab. 6.1.1). Die Organe wurden unmittelbar in flissigem
Stickstoff tiefgefroren und bis zur histologischen Aufarbeitung bei —80°C luftdicht
gelagert.

Die Aufarbeitung der humanen Lungen erfolgte unmittelbar nach dem
operativen Eingriff. Die Lungenresektate wurden nativ zugeschnitten und in 0,1M
Phosphatpuffer (phosphate buffered saline, PBS) (pH7,4) fir 15 Minuten gespdilt.
AnschlieBend wurden die Proben auf flussigem Stickstoff in O.C.T Tissue-Tek
eingefroren und bei —80 °C gelagert.

Samtliche Praparate wurden in einem Kryostaten der Firma Leica (CM3050) bei
-20°C auf 10um geschnitten und auf Poly-L-Lysin beschichtete Glasobjekttrager
aufgezogen. Nach einer anschlieBenden Trocknungszeit von zwei Stunden in
einer staubfreien Kammer bei Raumtemperatur wurden die Schnitte bis zur

immunhistologischen Bearbeitung bei —80 °C in Kryoboxen archiviert.

Alle Tiertotungen und Organversuche wurden streng nach den Richtlinien des
nationalen amerikanischen Instituts fur Gesundheit (US National Institutes of Health,
"Guide for the care and use of labaratory animals”, NIH publication No 86-23,
Revised 1985, US Government Printing Office, Washington D.C., 20402-9325)
durchgefuhrt.

2.2.3 Hamalaun-Eosin Farbung
Die Hamalaun-Eosin-Farbung der Praparate wurde standardisiert nach Romeis

durchgefuhrt und diente der Bestatigung entzindungs- und tumorfreier, regelrechter

Organstrukturen'®.
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2.2.4 Immunhistologie

Durch eine reprasentative Auswahl verschiedener Praparate wurde zunachst ein
Farbeprotokoll fur jede Antikdrper-Antigen-Reaktion erarbeitet. Beachtung fanden
hier die Parameter Primar- und Sekundar-Antikérperkonzentration, Verstarkungszeit
der enzymatischen Farbreaktion und die Notwendigkeit der Permeabilisierung der
Zellmembranen. Um die Haltbarkeit der Praparate wahrend der immunhistologischen
Farbung zu gewahrleisten wurde zunachst eine Fixierung in 3% Paraformaldehyd
bei pH7,6 fir 5 Minuten durchgefuhrt. Anschlielend wurde das Fixans durch eine
3x5 minlttige Spulung in 0,01M PBS bei pH7,6 ausgewaschen. Die
Permeabilisierung fand mit 1% TritonX-100 in 0,01M PBS bei pH7,6 fur 15 Minuten
statt. Zur Blockade falsch positiver Antikdrperbindungen wurde eine 30 mindtige
Inkubation mit Blockademedium [0,01% Tween20; 0,05% bovines Serumalbumin;
5% Wirtsserum des Sekundarantikoérpers; gelést in 0,01M PBS; pH7,6] bei
Raumtemperatur an die Permeabilisierung angeschlossen. Ohne Zusatz von Serum
wurde dieses Medium gleichzeitig zur Verdinnung der Primarantikorper verwendet.
Nach Reinigung der Schnitte in Spulpuffer (0,01M PBS pH7,6) schloss sich eine
Inkubation der Praparate mit der Primarantikorperverdunnung in Feuchtkammern bei
4°C Uber Nacht an. In gleicher Weise wurde mit der Inkubation des
Sekundarantikorpers verfahren. Nach Auswaschung der Sekundarantikorperlésung
fur 3x5 Minuten in Spulpuffer wurden die Schnitte bei 20°C mit dem Substrat Kit fur
AP, Vector Red inkubiert. Eine Blockade der endogenen AP wurde durch Zusatz zum
Farbsubstrat von 50 uM Levamisol durchgefuhrt. Die abschliellende Reinigung der
Praparate in 3x5 Minuten Spulpuffer ging der Kerngegenfarbung mit Methylgrin
nach standardisierter Methode voraus. Zur permanenten Deckelung der Objekttrager
kam Clarion zur Anwendung, worauf sich eine eintagige Trocknung der Objekttrager
bei 60 °C im Inkubationsofen anschloss.

Fir die Organe Duodenum und lleum musste aufgrund hohen Anteils endogener AP
auf das Peroxidasefarbsubstrat TMB ausgewichen werden. Das Protokoll wurde
entsprechend modifiziert. Zur Blockade endogener Peroxidase wurde 1,5% HO, fur
30 Minuten verwendet. Das Substrat TMB ergibt ein blaues Signal. Die

Gegenfarbung erfolgte hier mit Kernechtrot nach standardisiertem Verfahren.
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2.2.5 Mikroskopische Evaluierung und Bilddokumentation

An die immunhistologische Farbung der Praparate schloss sich die

lichtmikroskopische semi-quantitative Auswertung und Bilddokumentation an.

Zunachst wurde eine Ubersicht tber das zelluldre Verteilungsmuster der Zytokine

(Lokalisationskartographie) an den genannten 14 entnommenen Organen

der Ratte unter konstitutiven Bedingungen erhoben. Anhand eines sechs

Punkteschema von 0-5 (0O=keine Farbung, 5=starkste Farbung) wurden die

Farbintensitatsdifferenzen semi-quantitativ eingeordnet und zellularen

Kompartimenten zugeordnet. Somit konnten qualitative und quantitative Aspekte

gleichermal3en beurteilt werden. Anhand der gewonnenen Erkenntnisse folgte die

Beurteilung der normalen und LPS exponierten Lungen in gleicher Weise. Die

humanen Lungengewebeproben wurden ebenso ausgewertet und mit den

physiologischen Daten der normalen Rattenlungen verglichen.

Die Beschreibung der normalen Organe im Kapitel 3 (Ergebnisse) erfolgt nach einer

Gliederung in funktionelle Organsysteme (f.Os.):

1. Kardio-pulmonales System: Trachea, Lunge von Ratte und Mensch sowie Herz.

2. Verdauungssystem: Gastrointestinaltrakt, Speicheldrisen, Leber und exokrines
Pankreas.

3. Endokrines System: Schilddrise, Nebenschilddrise und Inselzellapparat der
Pankreas.

4. Immunsystem: Thymus und Milz.

5. Haut.

Als Voraussetzung gilt, dass ein semi-quantitativer Vergleich von Farbintensitaten in
unterschiedlichen Organsystemen nur bei Anwendung exakt gleicher Protokolle
durchzufihren war (fur alle Immunfarbungen gegeben) und dementsprechend nur fur
jeweils ein und den selben Mediator gelten kann. Der Farbintensitatsvergleich eines
Mediators zwischen verschiedenen Strukturen eines Organs (z.B. Bronchialepithel,
Endothel von Lungengefallen usw.) wird fur die funktionellen Organsysteme nicht
direkt beschrieben. Die zellulare Lokalisation und zugehorige Mittelwerte konnen den
Tab. 6.1.5 — 6.1.9 entnommen werden.

Die untersuchten Proteine werden anhand der verschiedenen zellularen Strukturen in

den Lungen zusammengefasst. IL-4, IL-13, IL-4Ra und STAT-6 sowie IL-10 und
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IL-10R werden dabei zusammen erlutert. Anderungen der Farbeintensitat werden
als Zu- oder Abnahme der Antigenexpression der nachgewiesenen Proteine
interpretiert.

Die Ergebnisse der LPS-stimulierten Lungen werden auf die zugehdérigen Kontrollen
bezogen. Als Kontrollorgane wurden Lungen verwendet, die den Tieren direkt
entnommen und fur 10 Minuten mit KHP gespult wurden sowie Lungen, die eine
Perfusion mit KHP fiir die Dauer von 2h, jeweils mit (PI") und ohne (PI)
Plasmazusatz durchlaufen haben. Die direkt entnommenen Kontrollorgane wurden
mit den PI/PI" Kontrollorganen verglichen. Daraus ergibt sich, dass die LPS-
stimulierten Gruppen PI" und PI" unabhéngige Kontrollen besitzen, die nachfolgend
als Bezugsgruppen dienen. Samtliche Strukturen wurden digitalisiert und in
Bilddatenbanken archiviert. Dabei entfielen auf jede Zytokindokumentation zirka 700
Bilder mit reprasentativen Ausschnitten und Beispielen flr Lokalisation und
Regulation unter LPS.

Die im Kapitel 3 (Ergebnisse) verwendeten Begriffe zur Beschreibung quantitativer
und qualitativer Unterschiede zwischen den Mediatoren lauten in Anlehnung an das
sechs Punkteschema: (0-1) negativ, (1-2) schwach, (2-4) mittelstark und (4 -5) stark

und beziehen sich auf die Farbeintensitat.

2.2.6 Statistische Analyse semiquantitativ bestimmter Farbintensitaten

Die rechnergestiitzte statistische Analyse der ausgewerteten Strukturen wurde mit
Hilfe der Software SAS, Version 2.1 und SPSS, Version 10.0, durchgefuhrt. Zur
Anwendung kam die ,Spearman Korrelation® und der ,Exakte Test nach Fischer®.
Diese nicht-parametrischen Tests erlauben die Beurteilung auf signifikante
Veranderungen nicht-normalverteilter Datensatze in Form von Rangzuordnungen wie
sie im Rahmen dieser Arbeit erhoben wurden. Als signifikant wurde angenommen
p<0.05, als hoch-signifikant, p<0.01 und als hochst-signifikant p<0.001. Die
Analyse bezieht sich auf den Gruppenvergleich zwischen den Lungenkontrollorganen
und den LPS stimulierten Rattenlungen. Die graphische Darstellung wurde mit der

Software GraphPadPrism 3.0 realisiert.
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Es wurden folgende Gruppenvergleiche fur jedes untersuchte Protein vorgenommen:

Kontrollgruppenvergleiche:

1. 10 Minuten gespulte Lungen gegen 2h KHP perfundierte Lungen ohne Plasma.

2. 10 Minuten gespulte Lungen gegen 2h KHP perfundierte Lungen mit Plasma.

3. 2h KHP perfundierte Lungen ohne Plasma gegen 2h KHP perfundierte Lungen
mit Plasma - (je ein Gruppenvergleich).

Kontrollgruppen gegen Versuchsgruppen:

1. 2h perfundierte Lungen ohne Plasma gegen jeweils 1h und 2h perfundierte
Lungen mit 50ng/ml, 1 ug/ml und 10 pg/ml LPS Perfusatlosung ohne Plasma.

2. 2h perfundierte Lungen mit Plasma gegen jeweils 1h und 2h perfundierte
Lungen mit 50ng/ml, 1pg/ml und 10ug/ml LPS Perfusatlésung mit Plasma - (je
funf Gruppenvergleiche).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Konstitutive, zellulare Lokalisation anti-inflammatorischer Zytokine in
Geweben funktioneller Organsysteme

3.1.1 Kardio-pulmonales System

IL-13, IL-4, IL-4Ra, STAT-6 als auch IL-10 und IL-10R zeigten eine konstitutive
Expression in normalem humanem und Rattenlungengewebe sowohl in den grofden,
proximalen Bronchien wie auch in den distalen Abschnitten der Lunge (Abb.7.2.1-
7.2.6). Besonders stark erwies sich die Expression in Zellen der submukosalen
Drusenepithelien im Bereich der Trachea der Ratte und humanen Lungengeweben.
Dabei waren IL-4, IL-4Ro. und STAT-6 am starksten, IL-13, IL-10 und IL-10R etwas
schwacher gefarbt (Abb. 7.2.2 und 7.3.6). Eine leicht abnehmende Tendenz von
proximal nach distal war fur alle Mediatoren nachweisbar. Die Bronchialmuskulatur
(Bm) zeigte im Rattengewebe ebenfalls positive Farbungen fur alle Mediatoren, am
starksten bei IL-4, am schwachsten bei IL-13 (Abb. 7.2.1). Die anderen Proteine
lagen auf ungefahr gleichem Niveau dazwischen. Die humanen Proben lagen zu
peripher, um einen Ruckschluss auf die Bm zu erlangen.

Das GefalRsystem zeigte eine homogene mittelstarke Expression fur jeden
untersuchten Marker im Bereich der glatten Muskulatur teilmuskularisierter Gefalle
(tmG) der Rattenlungen (IL-10 etwas schwacher). Die Muskulatur der V.pulmonalis
war positiv fur IL-4Ra, STAT-6, IL-10 und IL10R, nicht jedoch fir IL-13 und IL-4 (Abb.
7.2.7,7.2.8 u. 7.2.9). Diese Ergebnisse konnten fur humanes Gewebe nicht verifiziert
werden, da diese Strukturen nicht vorlagen. Weiterhin waren alle Marker in den
Endothelien der tmG positiv. Besonders Bronchialarterien und Aa.pulmonales
wiesen fur IL-13 und IL-10R eine starke Expression auf (Abb. 7.3.8, 7.4.3 u. 7.4.5).
Diese waren ferner in den Endothelien der submukosen Gefale der Trachea stark
positiv. In schwacher Form waren auch Endothelzellen in der Peripherie gelegener
GefalRe humaner Lungen positiv fur alle Mediatoren, auRer STAT-6 und IL-13.
IL-10R und IL-10 war ferner in den Endothelzellen der Vv. pulmonales der Ratte
stark positiv (Abb. 7.2.8 u. 7.2.9).

IL-13 und IL-4 zeigten ein schwacheres Signal in AM, die anderen Mediatoren eine
gleichmalig starke Expression in beiden Spezies (Abb. 7.2.10, 7.2.11, 7.2.12, 7.3.7

u. 7.4.1). Bestimmte vereinzelt stark positive Zellen in den Septen der humanen und
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Ratten-Lungen fanden sich fir IL-4 und STAT-6 sowie IL-10 und IL-10R (Abb. 7.2.13,
7.2.14 u. 7.3.5). Hier war nicht eindeutig zu klaren, ob es sich dabei um Zellen des
Septums (wahrscheinlich bei STAT-6, IL-10 und IL-10R) oder um Zellen des
.intrakapillaren Leukozytenpools® (wahrscheinlich fur IL-4) handelte.

Eine diffuse lymphozytare Expression von STAT-6 und IL-10 war im Bereich des
Bronchius Associated Lymphoid Tissue (BALT) der Rattenlungen sichtbar
(Abb. 7.2.15). Zellen im perivaskularen Bindegewebe fanden sich, bis auf IL-13, fur
jeden Mediator in mittelstarker Weise positiv. Zum einen handelte es sich dabei um
Lymphozyten (IL-4, IL-4Ra, STAT-6 und IL-10), zum anderen um Fibrozyten
(IL-10R). Der IL-10R war in nahezu allen Bereichen der Lungenfibrozyten positiv
(Abb. 7.4.11). Eine starke Expression zeigten vor allem auch Chondrozyten des
hyalinen Trachealknorpels fur IL-10R, aber auch die anderen Mediatoren waren
schwach nachweisbar in diesen Zellen (Abb. 7.2.16).

Eine schwache Farbung wiesen die Septen der Lungen bei allen Mediatoren auf
(Ratte und Mensch), aulRer bei IL-4. Eine Zuordnung, ob es sich um kapillares
Endothel oder eine diffuse Farbung alveolarepithelialer Zellen handelte, war
methodisch bedingt nicht zu treffen.

Im Herz waren mittelstarke Farbungen der Kardiomyozyten fur IL-4, IL-4Ra, IL10 und
IL-10R zu sehen, jedoch nicht fur IL-13 und STAT-6. Starke IL-13, mittelstarke IL-10
und Rezeptor sowie schwach positive IL-4 Farbungen waren im Endothel kardialer

Koronararterien zu detektieren.

3.1.2 Verdauungssystem

In den Speicheldrisen wurden drei verschiedene Strukturen unterschieden. Serdse
und mukose Drusenepithelien sowie Epithelien der Ausfuhrungsgange. Homogen
positiv mit mittelstarker Farbeintensitat fur alle Marker waren die Epithelzellen der
Ausflhrungsgange (Abb. 7.1.5). Ebenso homogen, jedoch etwas schwacher gefarbt
waren die mukdsen Epithelien; ein sehr schwaches Signal war fur alle Marker bei
den ser6sen Anteilen gegeben. Im Stratum basale, des bei der Ratte verhornenden
Osophagusepithels, zeigte sich eine starke Farbung fir IL-4Ro und IL-10R,
schwache Farbungen fur IL-4 und STAT-6, keine fur IL-13 und IL-10 (Abb. 7.1.6).

Ein differenziertes Bild bot das Schleimhautepithel des Magens. Die

Oberflachenzellen des Magens waren positiv fur alle Marker mit mittlerer Intensitat,
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etwas schwacher bei IL-4 und IL-10. Eine positive Belegzellfarbung fand sich
ebenfalls fur alle Mediatoren, aufler fur IL-10. Haupt- und Nebenzellen waren
vereinzelt positiv (Abb. 7.1.7). Die Tunica muscularis des Magens war leicht positiv
gefarbt fur IL-4 und Rezeptor. Stark positive einzelne Zellen in der Lamina propria
fanden sich fiur IL-4 und IL-10R, die fur IL-4 in erster Linie Leukozyten sowie fur
IL-10R Fibrozyten entsprechen. Die Immunfarbungen fur Duodenum und lleum
wurden aufgrund hoher endogener alkalischer Phosphatase Aktivitat mit einem
Peroxidasesubstrat durchgefuhrt. Die Ergebnisse erbrachten eine leicht positive
Farbung fur alle Mediatoren im Bereich der oberflachlichen Epithelzellen und der
Brunnerdrisen des Duodenums (Abb. 7.1.8). Eine weitergehende Differenzierung
war hier methodisch bedingt nicht moglich.

Mittelstarke bis sehr starke Farbeintensitaten waren fur alle Ak im Bereich des
Schleimhautepithels des Kolons sowohl an der luminalen Seite, als auch in den tiefer
gelegenen Krypten zu finden (Abb. 7.1.11). Becherzellen waren durchgehend
negativ. Die Tunica muscularis mucosae war auch hier schwach positiv fur IL-4 und
Rezeptor, ansonsten negativ. In einzelnen Zellen der Lamina propria fanden sich
STAT-6 und IL-10R. Eine Besonderheit waren die mittelstark gefarbten
Ganglienzellen des Plexus myentericus Auerbach fur alle Marker, auf3er bei IL-13. Im
Bereich der Endothelien des mesenterialen Gefalistammes waren die Mediatoren
IL-4, IL-10 und IL-10R mittelstark positiv, ansonsten negativ.

Die Leber erwies sich im Bereich der Hepatozyten leicht gefarbt fur alle Mediatoren
(Abb. 7.1.9). Die zentralen Venen waren positiv fur IL-4 und IL-10R im Bereich von
Endothel und Muskulatur, ebenso schwach fuar IL-10. Mit deutlich geringerer
Auspragung fand sich dieses Ergebnis ebenso in den Arterien der Portalfelder. Das
Gallengangsepithel war inhomogen positiv fur IL-4 und IL-10R, ansonsten negativ.
Vereinzelte stark positive Zellen im Leberparenchym konnten fir die Marker IL-4,
IL-13 und IL-10R detektiert werden.

Das exokrine Pankreas bot eine leicht positive Farbung des azinésen Anteils fur
STAT-6, IL-10 und IL-10R. IL-4 und Rezeptor konnten hier, ebenso wie IL-13, nicht
nachgewiesen werden. Schwach zeigten sich die Ausflihrungsgange mit positiven

Signalen fur IL-10 und Rezeptor, der Ductus pancreaticus war stark IL-10R positiv.
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3.1.3 Endokrines System

Die Follikelepithelien der Schilddriuse zeigten positive Signale fur alle
immungefarbten Proteine, besonders stark fir STAT-6, besonders schwach fur IL-10.
C-Zellen waren lediglich fur IL-13 positiv. Eine positive Farbung der Glandula
parathyroidea lag in einem diffusen Erscheinungsbild fur alle Mediatoren vor. IL-10
konnte hier nicht gefarbt werden. Der Inselzellapparat zeigte ein schwaches Signal
fur STAT-6 und IL-10, ein starkes fur IL-10R (Abb. 7.1.10). Nicht gefarbt wurden IL-4

und Rezeptor, negativ war IL-13.

3.1.4 Immunsystem

In der Milz fanden sich mit allen Primarantikorpern gegen die verschiedenen Proteine
stark positiv gefarbte Zellen im Bereich der periarteriellen lymphatischen Scheide
(PALS), mit Ausnahme eines negativen Befundes fur IL-10. In der Zentralregion der
weillen Pulpa waren einige Zellen schwach positiv fur IL-4Ro und IL10R. STAT-6
und IL-10R positive Zellen waren als Retikulumzellen identifizierbar, aber auch als in
der roten Pulpa gelegene parafollikulare Zellen des Marginalsinus (Abb. 7.1.4).

Im Thymus fand sich die deutlichste Farbung fur IL-4 und dessen Rezeptor. Sehr
stark positiv gefarbt waren fur IL-4 einzelne Zellnester von 5-15 Zellen, gerade in der
Ubergangszone von Mark und Rinde zu beobachten (Abb. 7.1.1 u. 7.1.2).
Retikulumzellen waren fur IL-10R, STAT-6, IL-4 und IL-13 mit absteigender Tendenz
in gegebener Reihenfolge positiv gefarbt. Stark positiv fanden sich Zellen in der
Thymusrinde fur STAT-6 und IL-10R.

3.1.5 Haut

In &hnlicher Weise, wie fiir das verhornende Epithel des Osophagus beschrieben,
fanden sich im Stratum basale der Haut ebenfalls positive Farbungen fur IL-4 und
IL-4Ra, STAT-6 und IL-10R, nicht jedoch fur IL-13 und IL-10. Die Talgdrisen zeigten
ein mittelstark positives Signal fur jedes Protein. Die Haarfollikel exhibierten ein
gleichartiges Ergebnis mit schwacher Farbung fur IL-4 und fehlendem Nachweis von
IL-10 und IL-13 (Abb. 7.1.12). Einzelne Zellen der Dermis kénnen wiederum positiv

gefarbt fur IL-10R beschrieben werden.
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3.2 Regulation anti-inflammatorischer Zytokine in isolierten, LPS

stimulierten Rattenlungen

3.2.1 IL-4 Kontrolllungen

In den Kontrollgruppen waren keine signifikanten Anderungen der Antigendetektion
zwischen normalen Rattenlungen (NRL) und 2h PI" oder PI" perfundierten Lungen zu
finden. Jedoch zeigte sich in der Gruppe 2h PI" eine tendenziell geringere
Expression der verschiedenen Proteine in allen Zellen. Im Gegensatz dazu fand man
die plasmagespulten Kontrolllungen stets mit einer tendenziell erhohten
Antigenexpression in allen Zelltypen. Noch deutlicher traten diese Unterschiede in
der Basalexpression im direkten Vergleich zwischen PI" und PI" perfundierten
Kontrolllungen auf, wobei diese bei AM, glatter Muskulatur und Endothel der
V.pulmonalis sowie dem kapillaren Endothel und dem Endothel der tmG signifikant

waren.

3.2.2 Expression von IL-4 nach LPS

Nach Exposition mit LPS ohne Zusatz von Plasma zeigte sich besonders in glatten
Muskelzellen tmG ein Abfall der Antigenexpression gegenuber 2h perfundierten
Kontrolllungen. Ein signifikanter Anstieg war in glatten Muskelzellen der
V.pulmonalis und im Endothel tmG nach 2h Stimulation mit 1ug/ml LPS zu sehen
(Graph 6.2.1). AM zeigten nach 1h Stimulation mit 10pug/ml LPS eine signifikante
IL-4 Erhéhung (Graph 6.2.5). In den ubrigen Zellen fanden weder tendenzielle noch
signifikante Anderungen nach LPS Exposition statt.

In den Versuchsgruppen mit Plasmaperfusion zeigte sich aufgrund der erhdhten
Basalexpression in den korrespondierenden Kontrolllungen ein umgekehrtes Bild.
Ein deutlicher Abfall gegenlber den Kontrollen war in allen Zelltypen zu detektieren.
Lediglich in glatten Muskelzellen der Bronchien und der A. pulmonalis fand sich keine
Anderung; in glatten Muskelzellen der tmG und V. pulmonalis war der Abfall gering.
Signifikant war diese Herunterregulation besonders deutlich im kapillaren Endothel
und Endothel tmG nach 2h zu sehen. Diese Anderung fand schon nach 1ug/ml LPS

statt und verstarkte sich im kapillaren Kompartiment nach 10 ug/ml LPS Stimulation
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(Graph 6.2.2 u. 6.2.4). Ferner war IL-4 signifikant in AM dosisunabhangig nach 2h
herunterreguliert (Graph 6.2.6; Abb.7.4.1 u. 7.4.2).
Mittelwerte aller Gruppen fur IL-4 siehe Tab. 6.1.10 u. 6.1.11.

3.2.3 IL-13 Kontrolllungen

Im Vergleich der PI" und PI" Kontrollorgane fanden sich in keinem Zelltyp signifikante
Unterschiede. Ebenfalls fand sich nicht, wie fur IL-4 beschrieben, eine hohere IL-13
Expression in den PI" oder niedrigere Expression in den PI" Kontrolllungen,

verglichen mit der Gruppe NRL.

3.2.4 Expression von IL-13 nach LPS

Die Exposition der Lungen mit LPS ohne Plasmazusatz ergab einen leichten Abfall
der Expression in allen detektierten Zellkompartimenten. Signifikant war diese
Abnahme in glatten Muskelzellen des Bronchialbaumes (Graph 6.2.7) sowie der
A.pulmonalis schon nach 1h ab einer Dosis von 1pug/ml LPS. Ebenfalls siginifikant
war die Herunterregulation der IL-13 Expression in Endothelzellen der A.pulmonalis
(Graph 6.2.10) und denen der tmG (Graph 6.2.8 u. 6.2.9) dosisunabhangig nach 1h
und 2h (Abb.7.4.3,7.4.4,7.45 u.7.4.6).

Die fallende Tendenz der IL-13 Expression konnte nur malig an Lungen mit Zusatz
von Plasma verifiziert werden. Signifikante Unterschiede fanden sich nicht.
Mittelwerte aller Gruppen fur IL-13 siehe Tab. 6.1.12 u. 6.1.13.

3.2.5 IL-4Ra Kontrolllungen

Wie bereits fur die Detektion von IL-4 geschildert, fanden sich in der Expression der
funktionellen Rezeptordomane ebenfalls Unterschiede innerhalb der Kontrollorgane.
Besonders im proximalen und distalen Bronchialepithel konnte eine geringere Menge
IL-4Ra. detektiert werden, die fiir beide Gruppen (PI*/PI") gegeniiber der Gruppe NRL
signifikant waren. In allen anderen Zelltypen war das Expressionsniveau nahezu

konstant.
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3.2.6 Expression von IL-4Ra nach LPS

Die Perfusion der Lungen ohne Plasma verursachte nach LPS-Gabe lediglich im
Endothel der V.pulmonalis und des kapillaren Stromgebietes signifikante
Anderungen. Nach Stimulation mit sowohl 1ug/ml wie auch 10ug/ml LPS kam es
zum nahezu vollstandigen Verlust des Antigennachweises fur IL-4Ra (Graph 6.2.11
u. 6.2.12). Tendenziell war dies nach Perfusion mit Plasma ebenfalls der Fall. In allen
anderen Zellkompartimenten konnten keine biologisch richtungsweisenden
Veranderungen detektiert werden.

Mittelwerte aller Gruppen fur IL-13 siehe Tab. 6.1.14 u. 6.1.15.

3.2.7 STAT-6 Kontrolllungen

In den Kontrollgruppen waren weder signifikante noch tendenzielle Anderungen der
Antigendetektion zwischen normalen Rattenlungen und 2h PI" perfundierter Lungen
zu sehen. Jedoch zeigte sich im Vergleich der Gruppen 2h PI" mit normalen
Rattenlungen ein signifikanter Abfall in allen positiv detektierten Zelltypen. Signifikant
war der Unterschied in der Bronchialmuskulatur. Hoch signifikante Unterschiede
fanden sich in den Bronchusepithelien aller Generationen, der Muskulatur und im
Endothel tmG, Lymphozyten und AM. Die Farbung der Septen war hdchst signifikant
gegenuber den normalen Rattenlungen erniedrigt. Diese Signifikanzen ergaben sich
in gleicher Weise im statistischen Vergleich von 2h perfundierten Kontrolllungen mit

und ohne Plasma.

3.2.8 Expression von STAT-6 nach LPS

In LPS exponierten Lungen ohne den Zusatz von Plasma kam es zu einer Abnahme
der Antigenexpression nach 2h Stimulation mit 1 ug/ml LPS im Bronchialepithel aller
Generationen. In distalen Bereichen war diese Herunterregulation schon nach
50 ng/ml LPS siginifikant und konnte durch Erh6hung der LPS Dosis auf 1 ug/ml noch
verstarkt werden (Graph 6.2.13, 6.2.14, 6.2.17 u. 6.2.18; Abb. 7.4.7 u. 7.4.8). Ein
weiterer signifikanter Unterschied nach 1 ug/ml LPS konnte bei AM detektiert werden.
Auch hier kam es zu einer Antigenabnahme nach LPS Exposition nach 2h. In allen

anderen Zelltypen wurde keine Anderung im Vergleich zur Basalexpression gesehen.
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Plasma perfundierte Lungen zeigten im proximalen und distalen Bronchusepithel
(Graph 6.2.15, 6.2.16, 6.2.19 u. 6.2.20) sowie im Endothel tmG (Graph 6.2.21 u.
6.2.22) eine Zunahme der Farbeintensitat nach LPS Perfusion. Alle anderen
Zelltypen wiesen dies tendenziell in diesen Gruppen ebenfalls auf. Im direkten
Vergleich zwischen normalen Rattenlungen und LPS exponierten Lungen kam es
jedoch zu keiner Anderung der Farbung.

Mittelwerte aller Gruppen fur STAT-6 siehe Tab. 6.1.16 u. 6.1.17.

3.2.9 IL-10 Kontrolllungen

Die statistische Bewertung der Kontrolllungen ergab fur alle Zelltypen in allen
Gruppen eine nahezu identische konstitutive Expression fur IL-10. Die Expression
des distalen Bronchialepithels anderte sich signifikant in der Plasma perfundierten
Gruppe zur NRL-Gruppe. Die biologische Bedeutung dieses singularen Wertes

erscheint unklar und wird nicht diskutiert werden.

3.2.10 Expression von IL-10 nach LPS

Eine leichte, aber signifikante Abnahme der Antigenexpression war bereits in
Epithelzellen proximaler, eine starkere signifikante Reduktion in denen distaler
Bronchien nach 2h LPS Exposition zu sehen. Dieser Abfall war dosisunabhangig
und fand sich bereits nach 50ng/ml LPS ohne den Zusatz von Plasma (Graph 6.2.23
u. 6.2.24; Abb. 7.4.9 u. 7.4.10).

Unter Zusatz von Plasma kam es tendenziell ebenfalls zu einem Sinken der IL-10
Detektion bronchialer Epithelzellen, jedoch ohne statistische Signifikanzen.
Mittelwerte aller Gruppen fur IL-10 siehe Tab. 6.1.18 u. 6.1.19.

3.2.11 IL-10R Kontrolllungen

Die konstitutive Expression von IL-10R anderte sich fir keinen Zelltyp nach 2h

Perfusion mit oder ohne Plasma gegenuber normalen Rattenlungen.
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3.2.12 Expression von IL-10R nach LPS

Far IL-10R gab es einen hoch signifikanten Abfall der Antigenexpression nach
zweistundiger plasmafreier Perfusion mit 10 ug/ml LPS Stimulation in Fibrozyten der
gesamten Lunge sowie einen signifikanten Abfall bei plasmaadditiver Perfusion
(Graph 6.2.25 u. 6.2.26; Abb. 7.4.11 u. 7.4.12). Alle anderen Zellen zeigten eine zur
basalen Expression konstante Farbung, welche sowohl dosis- als auch
zeitunabhangig war.

Mittelwerte aller Gruppen fir IL-10R siehe Tab. 6.1.20 u. 6.1.21.
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4 DISKUSSION

4.1 Konstitutive Zytokinexpression

Die vorliegende Studie stellt die unterschiedliche Kkonstitutive Expression
verschiedener anti-inflammatorischer Mediatoren und deren signaltransduzierender
Komponenten in normalem Rattenlungengewebe und 14 weiteren Organen dar.
Daruber hinaus wurde die pulmonale Expression von IL-4, IL-13, IL-4Ra, STAT-6
sowie IL-10 und IL-10R in der Ratte mit einer reprasentativen Auswahl humaner
Lungengewebeproben verglichen. Unter spezieller Berucksichtigung des pulmonalen
Expressionsmusters konnte die zellulare Regulation von IL-4, IL-13, IL-4Ra, STAT-6,
IL-10 und IL-10R in LPS exponierten Rattenlungen nach ein und zwei Stunden
erarbeitet werden. Die Erganzung dieser Untersuchungen fand ferner durch den
Vergleich Plasma-perfundierter versus Plasma-freier, LPS exponierter Lungen statt.
Eine konstitutive Expression war keineswegs fur alle Mediatoren und in allen
untersuchten Organen anzunehmen. Bis zum gegenwartigen Zeitpunkt wurde noch
kein derart ausflhrliches Expressionsprofil zellularer Lokalisation flr diese Zytokine
und Signalelemente erstellt.

Die bis zum gegenwartigen Zeitpunkt beschriebene konstitutive IL-4 Expression
beschrankte sich auf T-Zellen, Mastzellen sowie basophile, eosinophile und
neutrophile Granulozyten, sowohl von Mensch, Ratte und Maus®*>*""". Eine weitere
pulmonale IL-4 Expression konnte bisher nur im Rahmen interstitieller
Lungenerkrankungen und Asthma in Alveolarepithelzellen Typ Il und in AM
nachgewiesen werden''?""". Uberdies hinaus wurden, nach eingehender Recherche,
keine weiteren zellularen Vorkommen von IL-4 beschrieben, so dass die hier
dargelegten Ergebnisse den bisherigen Erkenntnisstand weitreichend erganzen.

So war IL-4 sehr stark im respiratorischen Bronchialepithel mit leicht abnehmender
Tendenz von tracheal-proximal nach distal basal exprimiert. Ebenfalls zeigte sich,
wie bei den anderen Mediatoren eine intensive Farbung der Epithelien des
Gastrointestinaltraktes. Acini und Ausfuhrungsgange sekretorischer Drusen waren
positiv. Gallengange waren schwach, ser6ése und mukdse Mundspeicheldrisen,
Talg- und Follikelepithelien der Haut sowie Drusenzellen des Respirations- und
Gastrointestinaltraktes wiederum etwas starker gefarbt. Die Epithelien der Leber

sowie endokriner Organe wie Schilddrusenfollikelepithel und Nebenschilddrise



4 Diskussion 30

waren ebenfalls positiv. Im Gegensatz zu den anderen Mediatoren wies die glatte
Muskulatur der Trachea und der Tunica muscularis des Gastrointestinaltraktes ein
positives IL-4 Signal auf. Glatte Bronchialmuskelzellen waren ebenfalls positiv
gefarbt. Glatte Muskulatur tmG des Lungenparenchyms zeigten, wie bei den
weiteren Faktoren, eine mittelstarke Expression. Die Muskulatur der submukodsen
GefalRe des Gastrointestinums waren ganzlich negativ, die der Koronargefalle,
Zentral- und Portalvenen sowie Portalarterien ausschlie3lich fur IL-4 schwach positiv.
Endothelien tmG des Lungenparenchyms lieRen ein schwach positives Signal fur
IL-4 erkennen, subepitheliale Gefalkendothelien der Trachea und Koronarendothelien
waren eher mittelstark gefarbt. Eine spezifische Zuordnung einer Farbung von
einzelnen Zellen leukozytaren Ursprungs, ist allein anhand der Kernmorphologie und
ohne immunhistologische Doppeltypisierung innerhalb der verschiedenen Organe
nur eingeschrankt moglich. Bei IL-4 konnten zwei Charakteristika dargelegt werden.
Im kapillaren Stromgebiet des Lungenparenchyms zeigten sich sehr stark gefarbte
einzelne Zellen, die auch im kapillaren Stromgebiet der Leber und des
Gastrointestinaltrakt detektiert wurden und Leukozytenpopulationen entsprechen.
Aufgrund ihrer Kernlappung wird hier auf polymorphkernige neutrophile Granulozyten
geschlossen, was durch eine Arbeit von Brandt et. al. unterstiitzt wird"'". Ferner
waren bestimmte Lymphozytenpopulationen des Thymus hoch positiv. Dort
formierten sich regelrechte Zellnester, was auf die Rolle von IL-4 fur Differenzierung
und Proliferation von Th-Zellen in diesem Organ spricht. Diese Differenzierung wird
in Mausen als STAT-6 unabhangig beschrieben, was gut mit unseren STAT-6
negativen Ergebnissen im Thymus der Ratte korreliert'’®. Die sonst eher stark
positiven AM hatten nur eine schwache Farbung fur IL-4, wie auch fur IL-13
vorzuweisen.

IL-13 mRNA und Protein Expression konnte in verschiedenen Zelltypen belegt
werden. Zahlreiche Studien an Asthma erkrankten Personen und atopischen
Tiermodellen belegten, dass AM, T-Zellen, Mastzellen, Basophile, Eosinophile,
dendritische Zellen und Keratinozyten als Expressionsort dieses Zytokins in Frage
kommen''9122,

Immunhistochemisch konnte IL-13 in Kupffer Zellen der Leber und epithelialen Zellen
des Tubulussystems der Nieren nachgewiesen werden'?®. Das in dieser Arbeit
dargestellte Spektrum zellularer IL-13 Expression erganzt diese Daten um ein

Vielfaches und lasst darlber hinaus auf eine zellulare Kompartimentierung
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schlielen. Das respiratorische Bronchialepithel sowie Oberflachenepithelien des
Gastrointestinaltraktes waren stark, sekretorische Drusen, Gallengange eher
schwach und serdse und mukdse Mundspeicheldrusen, Talg- und Follikelepithelien
der Haut sowie Driusenzellen des Respirations- und Gastrointestinaltraktes
mittelstark angefarbt. Epithelzellen der Leber sowie endokriner Organe wie
Schilddrusenfollikelepithel und Nebenschilddrise waren ebenfalls positiv. In der
Lunge war die glatte Bm und die tmG nur schwach positiv fur IL-13. Eine
sehr starke Expression zeigte sich jedoch in Endothelzellen der V. und
A.pulmonalis, tmG, subepithelialen Gefalden der Trachea und in Koronargefalen.
Ebenfalls war ein schwaches Signal in AM zu detektieren. Endothelien der
mesenterialen Arterien und Venen waren ahnlich denen der Zentral- und
Portalgefalen der Leber schwacher gefarbt.

Anders sehen die bisher gewonnenen Daten Uber die zellulare Expression von
IL-4Ro aus. Eine aktuelle Studie belegte eine positive Farbung fur IL-4Ra und
IL-13Ra1 in Keratinozyten, Haarfollikeln, sowie Talg- und Schwei3drisen der Haut.
Ferner fanden sich zilientragende Zellen des Respirationstraktes des Nasenraumes,
Herzmuskelzellen, Zellen der Magenschleimhaut und dessen glatter Muskulatur
positiv. In Hepatozyten, Fibroblasten und einigen endothelialen Zellen konnte
ebenfalls eine positive immunhistologische Farbung detektiert werden®.
Bronchialepithelzellen von gesunden und an Asthma erkrankten Personen zeigten
ebenfalls eine positive Expression von IL-4Ra Protein und mRNA, in vivo und in
vitro'**. Diese Daten korrespondieren gut mit den hier prasentierten Ergebnissen,
obwohl keine IL-4Ra Expression in glatter gastrointestinaler Muskulatur detektiert
werden konnte, was auf unterschiedliche immunhistochemische Verfahren oder auch
Speziesunterschiede zuruckzufuhren sein konnte. Lediglich Muskelzellen tmG der
Lunge fanden sich IL-4Ra positiv. Daruber hinaus fand sich eine sehr
deutliche Basalexpression von IL-4Ra in allen Oberflachenepithelien des
Gastrointestinaltraktes und in sekretorischen Drisen im Bereich der Acini und
Ausflhrungsgange serdser und mukdser Mundspeicheldrisen. Drusenepithelzellen
des Respirations- und Gastrointestinaltraktes erganzten dies. Leberepithelzellen
sowie die Epithelien endokriner Organe wie Schilddrisenfollikelepithel und

Nebenschilddrise waren ebenfalls positiv fur IL-4Ra.
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Die endotheliale Expression zeigte in tmG des Lungenparenchyms eine positive
Farbung. In den subepithelialen Gefalkendothelien der Trachea fanden sich
schwache Farbungen fur IL-4Ra.

Hingegen haben sich wenige Arbeiten bisher mit der zellularen Lokalisation von
STAT-6 beschaftigt, so dass diese fast ganzlich unbekannt ist. Wir nahmen an, ein
Expressionsprofil zu finden, welches eng mit der IL-4Ra Verteilung korreliert, da die
Signaltransduktion tber IL-4Ra streng an STAT-6 gekoppelt ist®®'?*. STAT-6 wurde
bisher in T-Zellen, B-Zellen und Mastzellen gefunden, wobei hier die Rolle von IL-4 in
Aktivierung von Th-Zellen, zur Differenzierung antikorperproduzierender B-Zellen
sowie positive und negative Rickkopplungsmechanismen durch STAT-6 Isoformen
firr die IL-4 Produktion gut untersucht sind'?®'?”. Dennoch fanden jiingst erschienene
Arbeiten eine  weitergehende  Expression von STAT-6 in  humanen
Bronchialepithelzellen sowohl in situ als auch in Primarkulturen dieser Zellen. Diese
Expression wurde ebenfalls bei Proben von Asthmatikern gefunden'?®. Ferner
scheint STAT-6 eine bedeutende Rolle in der Signaltransduktion durch IL-4 und IL-13
in intestinalen Epithelien des Jejunums zu spielen'®. Einen indirekten Hinweis auf
die STAT-6 Expression in aortalen glatten Muskelzellen gibt eine Arbeit von
Wei et. al.”. Diese erhobenen Daten stehen in guter Ubereinstimmung mit dieser
Arbeit und koénnen, wie schon fur IL-4, IL-13 und IL-4Ra, umfangreich erganzt
werden. STAT-6 fand sich in samtlichen Oberflachenepithelien konstitutiv exprimiert.
Besonders im respiratorischen Bronchialepithel und intestinalen Epithel weisen diese
fur IL-4, IL-13, IL-4Ra und STAT-6 gezeigten, prominenten konstitutiven
Expressionen, auf eine mdgliche Bedeutung wahrend Genese und Verlauf
asthmatischer oder infektioser Erkrankungen hin. Ferner stellen diese Epithelien eine
Barriere von enormer Ausdehnung dar, welche naturlicher Weise und ohne die
Ausbildung von Erkrankungen standig belastenden Mikroben und Antigenen durch
Inhalation und Nahrungsaufnahme ausgesetzt sind. Die Expression von STAT-6
deutet in Epithelien subseroser Drisen der Lunge und anderer Organe auf die
Beteiligung dieser Mediatoren fur die Sekretionsregulation hin, welche gerade
wahrend asthmatischer Erkrankungen dysreguliert sind. Ein Effekt der in erheblichem
MaR Uber IL-13 getriggert wird und STAT-6-abhangig ist'®'. Auch die tonisierende
Bronchialmuskulatur exprimiert basales STAT-6, wie fur dessen ,up-stream®-
Mediatoren bereits gezeigt. Eine Beteiligung in der Regulation von Muskeltonus nicht

nur im Rahmen inflammatorischer und asthmatischer Prozesse, sondern auch unter
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physiologischen Bedingungen kann hier vermutet werden. Jedoch zeigt sich, wie bei
IL-13 und IL-4Ra keine positive Expression der gastrointestinalen Tunica muscularis,
was auf die besondere Bedeutung der physiologischen und patho-physiologischen
Bronchusregulation durch diese Mediatorenkette hinweisen kann. In ahnlicher Weise
trifft dies auf die tonisierende Muskulatur tmG der Lunge zu. Auch in diesem
Kompartiment fanden sich keine positiven Signale fur STAT-6 im Gastrointestinum.
Eine Arbeit von Khew-Goodall et al. berichtet eine STAT-6 abhangige Transkription
von ,P-Selectin® via IL-4 in primar kultivierten Nabelschnurendothelien'. Eine
Ubereinstimmung dieser Expression lasst sich in dieser Arbeit in Endothel tmG des
Lungenparenchyms fur STAT-6 finden. AM zeigten unter physiologischen
Bedingungen ebenfalls ein positives Signal.

Zytokine sind kleine und hochaktive Proteine, die vor allem parakrine, autokrine und
endokrine Wirkungen besitzen. Sie besitzen die Fahigkeit in nano- und femtomolaren
Konzentrationen ihre Wirkung durch hochaffine Bindung zu entfalten, wie z.B. in dem
dinnen alveolaren Flissigkeitsfilm (epithelial lining fluid).

Diese bestehenden Erkenntnisse uUber parakrine Zelleffekte, legen die Vermutung
nahe, dass die ubiquitare Expression von IL-4Ra, die schon in zahlreichen Studien
beschrieben wurde, einen Hinweis auf eine weit groRere konstitutive Produktion
seiner Bindungspartner gibt. Auf vielen Zellen ist eine Expression dieser hochaffinen
Bindungsstelle mit geringer Zelloberflachendichte gefunden worden. Diese
Untersuchungen stimmen mit den immunhistologischen Ergebnissen dieser Arbeit
uberein und zeigen ferner, dass die zellulare Expression der Zytokine IL-4/IL-13 mit
IL-4Ra sehr groBe Ubereinstimmungen haben. Alle epithelialen Zellen, die fir
IL-4/IL-13 ein positives Signal zeigten, taten dies ebenso flir dessen
Rezeptoreinheit a. Die zellulare STAT-6 Expression korreliert wiederum eng mit der
Rezeptorverteilung, so dass davon auszugehen ist, dass die Expression von IL-4Ra
auf einer Zelle einen Hinweis gibt, dass IL-4/IL-13 vermittelte Signaltransduktion dort
mdglich ist und ferner eine physiologische Rolle zu spielen scheint. Zum einen
konnte STAT-6 nur in Zellen detektiert werden, auf denen ebenfalls die
Rezeptoreinheit a auf der Oberflache exprimiert wird. Zum anderen konnte STAT-6
nicht in Zellen detektiert werden in denen die Rezeptorfarbung extrem schwach war.
Diese zweite Variante beschrankt sich auf Zellen der glatten Muskulatur und auf
Endothel der Tunica muscularis des Gastrointestinaltraktes. Nicht auszuschlie3en ist,

dass sich in diesen Zellen der STAT-6 Gehalt unter der immunhistochemischen
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Nachweisgrenze befindet oder die transkriptionelle Regulation von STAT-6 hier die
fuhrende Rolle spielt.

Daher scheint angenommen werden zu kénnen, dass eine autokrine, parakrine oder
endokrine, IL-4Ra vermittelte Signaltransduktion in Epithelien und Endothelien des
gesamten Organismus, sowie in glatten Muskelzellen der Lunge eine physiologische
Bedeutung  hat. Unter  spezieller  Bertcksichtigung des  pulmonalen
Expressionsmusters, korreliert die auf diese drei Zelltypen der Ratte fokussierte
Darstellung eng mit den fur humane Lungen erhobenen Daten. Daher muss eine
physiologische Bedeutung von IL-4, IL-13 und deren ,down-stream“-Komponenten
im Menschen angenommen werden.

Ahnlich wie fur die IL-4/IL-13 Mediatorkaskade fand sich die konstitutive Expression
fur IL-10 und seinen Rezeptor in vielen verschiedenen Zelltypen unter basalen
Bedingungen. Die meisten Studien gehen zumeist nicht auf die konstitutive
Expression von [L-10 ein und beschreiben dessen Produktion und zellulare
Lokalisation vielfach lediglich unter pathologischen Bedingungen, wie der
Jnfammatory  bowel disease®, Autoimmunthyreoditiden oder tumordsen

Erkrankungen'3*'3°

. IL-10 Produktion wurde vielfach in Monozyten beschrieben,
welche wohl als der klassische Ort dessen Expression und Regulation gelten”.
Jedoch zeigte eine Arbeit von Bonfield et al. die konstitutive IL-10 Produktion in
normalen humanen Bronchialepithelzellen, eine weitere in Keratinozyten'%"%’,
Untersuchungen zu IL-10R zeigen besonders auf Rattengehirnzellen eine

Oberflachenexpression %1%

. T-Zellen, NK-Zellen und Monozyten sind bekannt
IL-10R zu exprimieren'®%101106:138 “Aych auf nicht-hamatopoetischen Zellen wurde
der Rezeptor basal detektiert. Kolonepithelzellen und plazentale

139141 " Ersteres konnte auch in unseren

Zytotrophoblastzellen sind hier zu nennen
Untersuchungen verifiziert werden. Die vorliegende Arbeit erganzt die bisher
bekannte Expression und weist auf ein komplexeres Expressionsmuster, als bisher
beschrieben, von IL-10 und seinem Rezeptor hin.

Auller dem respiratorischen Bronchialepithel und den Oberflachenepithelien des
Gastrointestinaltraktes sind samtliche beschriebenen sekretorischen und endokrinen
Drisen im Bereich der Acini und Ausflhrungsgange sowie des epithelialen
Parenchyms positiv.

Eine Uberraschende Detektion konnte in den Inselzellen des Pankreas gemacht

werden. Dort fand sich IL-10R selektiv in einzelnen Zellen exprimiert. Nach unseren
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Erkenntnissen wird diese Expression in dieser Arbeit erstmalig beschrieben und
bietet neue Anhaltspunkte in der kontroversen Diskussion Uber die Einflussnahme
von IL-10/R in der Entwicklung eines Insulin-abhangigen Diabetes mellitus'%1%°.

Die glatten Bronchialmuskelzellen waren nur schwach IL-10 und Rezeptor
positiv. Ein gleichartiger Befund bietet sich im Bereich der tonisierenden glatten
Muskulatur tmG der Lunge. Die endotheliale Expression zeigte von der Intensitat und
dem Verteilungsausmal} ein heterogenes Bild. In den grof3en hilusnahen Venen und
Arterien der Lunge fand sich eine starke Expression von IL-10R. Endothelien der
tmG des Lungenparenchyms zeigten hingegen positive Farbsignale fur IL-10 und
sehr starke fur IL-10R. In den subepithelialen Gefallendothelien der Trachea fanden
sich schwache Farbungen fur IL-10, mittelstarke fur IL-10R. Endothelien der
mesenterialen Arterien und Venen waren fur IL-10 und seinen Rezeptor negativ.
Bestimmte Lymphozytenpopulationen waren in fast allen Organen, wie auch AM fur
IL-10 und IL-10R, positiv. Eine zentrale Beobachtung ist die gleichmalRige und starke
Farbung der Fibrozyten durch IL-10R in allen Organen, besonders in den Lungen.
Eine Beobachtung die in murinen Fibroblasten bisher nur unter LPS Stimulation
gemacht wurde®. Dadurch wird zum einen die groRe Bedeutung von IL-10 in der
Genese fibrotischer Erkrankungen verdeutlicht, die besonders in der Spatphase des
ARDS zum Tragen kommt, zum anderen legt diese basale Expression die
Moglichkeit einer physiologischen Kontrolle der Produktion extrazellularer
Matrixproteine nahe. Die breite epitheliale Expression ist deutlicher Hinweis, dass
gerade unter physiologischen Bedingungen die Immunmodulation von
Oberflachenepithelien gewahrleistet sein muss und beispielsweise nicht durch den
permanenten Kontakt mit der persistenten bakteriellen Flora Uberschieliende
Immunreaktionen ausgelost werden. Dies kann ebenso fiur die haufige temporare
mikrobielle Besiedlung der Bronchien der Fall sein. Wie auch fir die Mediatoren von
IL-4 und IL-13 beschrieben, deckt sich die zellulare Expression der Rattenlunge mit
der humanen Lunge weitestgehend und weist an dieser Stelle auf die besondere
Bedeutung von experimentellen Wirbeltiermodellen zur Erforschung von zellularen

Zytokinexpressionen im Vergleich zum Menschen hin.
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4.2 Vergleich LPS exponierter Rattenlungen

Im Unterschied zu bereits vorliegenden Arbeiten Uber die Expression und Regulation
von Cyclooxygenase-2 (Cox-2) oder den Stickstoffmonoxid produzierenden
Isoenzymen ,iNOS*, ,eNOS* und ,bNOS* am Modell der isolierten und perfundierten
Rattenlunge, demonstriert diese Studie erstmals eine unterschiedliche basale
Expression im Vergleich zwischen plasma-perfundierten und nicht-plasma-
perfundierten Lungen flr das Zytokin IL-4, seinen Rezeptor und den
Transkriptionsfaktor STAT-6, jedoch nicht fiir IL-13, IL-10 und IL-10R™44°,

Ermert et al. beschreibt ein unterschiedliches Regulationsprofil der Cox-2 zwischen
PI" und PI" Lungen nach LPS Exposition. Dieses Phianomen war wahrscheinlich auf
die im Plasma vorhandenen und fur LPS Signaltransduktion notwendigen Faktoren
sCD14 und LBP zurlUckzufihren. Im Rahmen der basalen Expression waren keine
Faktoren bekannt, die eine unterschiedliche Expression von Stickstoffmonoxid-
Synthetasen oder der Cox-2 verursachen. Im Gegensatz dazu spielt sIL-4Ra als
I6slicher Mediator eine IL-4 regulierende Rolle™®. Dies wird vor allem durch die
Tatsache unterstrichen, dass IL-13, IL-10 und IL-10R von Unterschieden in der
Basalexpression bei Plasmaperfusion ausgenommen sind. sIL-4Ra kann lediglich
IL-4 binden, nicht jedoch IL-13'. Die durch slL-4Ra ausgeléste Regulation kann
sowohl inhibierend, als auch aktivierend auf IL-4 wirken. Geringe Konzentrationen
von sIL-4Ra aktivieren eine IL-4 vermittelte Wirkung, hohe Konzentrationen hingegen
tragen zur Hemmung dieser bei. Uber die direkte Regulation der zelluldren
konstitutiven Expression von IL-4, IL-4Ra und dem Transkriptionsfaktor STAT-6,
durch in Plasma enthaltenem slIL-4Ra, sind bis zum gegenwartigen Zeitpunkt keine
Daten publiziert. Messungen der IL-4 Proteinkonzentration an Perfusatproben der in
dieser Arbeit untersuchten Lungen mittels ,enzyme linked immunosorbent assay“
zeigten, dass basales IL-4 in geringen Mengen sezerniert wird'*®. Unter Perfusion
von plasmahaltiger Losung lagen die basalen IL-4 Konzentrationen etwas hoher, als
ohne Plasmazusatz. Dadurch wird deutlich, dass IL-4 basal von bestimmten Zellen in
das Perfusat freigesetzt werden muss. Dies koénnte dazu flhren, dass die
Freisetzung von IL-4 unter Zugabe von Plasmafaktoren zunimmt, welches wiederum
eine verstarkte basale zellulare Expression unter Plasmazusatz in Form eines
positiven ,feedback® Mechanismus nach sich ziehen kann. Einschrankend ist jedoch

zu erwahnen, dass das Auftreten eines hohen Verdunnungseffekt bei einem
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Perfusatvolumen von zirka 100 ml exakte Bestimmungen der Proteinkonzentrationen
erschweren. Ferner kann ebenfalls durch den Zusatz von Plasma exogenes IL-4 in
das Perfusionssystem eingebracht worden sein. Dann waren die unterschiedlichen
Ergebnisse der basalen IL-4 Bestimmungen artifiziell bedingt. Betrachtet man jedoch,
wie durch Jung et al. berichtet, dass durch extrazellular neutralisiertes oder via
slL-4Ra angebotenes IL-4 die intrazellulare Regulationskontrolle fir die gesamte
Mediatorkaskade positiv oder negativ beeinflusst werden kann, kénnten so die
dargelegten Unterschiede sowohl auf zellularer als auch auf Perfusat Seite in der
basalen Expression erklart werden'?. Weitergehende Untersuchungen zur
Auklarung der Ursachen dieser Effekte scheinen jedoch notwendig zu sein.

Anti-inflammatorische Zytokine haben fir die Regulation pro-inflammatorischer
Mediatoren, wie TNFo oder IL-1 eine besondere Bedeutung. Die massive
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine spielt wahrend Genese und Verlauf von
Sepsis und ARDS eine dominierende Rolle. In der Frihphase inflammatorischer
Prozesse kommt es zu einer starken Synthesezunahme pro-inflammatorischer
Mediatoren, um dem wirtsschadigenden Agens entgegenzutreten. Ein zentraler
Mechanismus der endogenen anti-inflammatorischen Gegenregulation, wirkt Uber
eine IL-10 und IL-13 vermittelte Abschwachung der NFxB Aktivierung, wie in
Rattenlungen beschrieben™. Auch STAT-6 wirkt IL-4 induziert einer TNFa
getriggerten NF«kB Aktivierung entgegen''. Jedoch findet dieser Vorgang nicht in der
Initialphase der Inflammation statt, sondern zu einem spateren Zeitpunkt, nachdem
z.B. hohe TNFa Spiegel eine Expressionsverstarkung von IL-4Ra auf Endothelzellen
bewirken. Sekundar folgt die IL-4 und IL-13 vermittelte STAT-6 Aktivierung'®?. Im
Falle schwerer pro-inflammatorischer = Reaktionen kann diese spatere
Gegenregulation nicht in jedem Fall einen Ausgleich der Entzindungsreaktion
vermitteln, da ein massives Uberangebot von TNFo, IL-8 oder IL-6 den
Krankheitsverlauf dominieren'®. Bisherige Arbeiten legen ein auf wenige
Zelltypen beschranktes Expressionsmuster fur die Gegenregulation durch

anti-inflammatorische Zytokine zugrundg??333%73:106:119:120

. Die vorliegende Arbeit
demonstriert jedoch, dass das Zusammenspiel deutlich komplexer zu sein scheint.
Sie stellt die Mdglichkeit in Aussicht, dass besonders die epithelialen,
endothelialen und glatt-muskularen Zellkompartimente eine individuelle Kontrolle
anti-inflammatorischer Zytokinexpression vornehmen konnen. Folglich scheint

eine direkte Beeinflussung pro-inflammatorischer Vorgange durch verschiedene
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Zelltypen in annahernd jeder Gewebelokalisation méglich zu sein. Betrachtet man die
erhobenen Beobachtungen anti-inflammatorischer Zytokinexpression nach LPS
Stimulation in isolierten Rattenlungen, so wird deutlich, dass besonders
Endothelzellen der Lunge eine Reaktion auf vaskular angebotenes LPS zeigen. Die
Mediatoren IL-4, IL-13, IL-4Ro und STAT-6 werden in diesen exprimiert und direkt
reguliert. Dies erganzt bisher vorliegende Erkenntnisse dorthingehend, dass
Endothel und Epithel nicht nur anti-inflammatorische Zielzellen, sondern auch anti-

inflammatorische Regulatoren darstellen kénnen*¥**

. In Bronchialepithelzellen ist
eine besondere Rolle des STAT-6 und des IL-10 zu beobachten. Normale
Bronchialepithelzellen exprimieren diese Faktoren'®'?. Diese Arbeit zeigt ferner,
dass daruber hinaus eine Regulation in diesem Zellkompartiment nach einer
Exposition mit LPS stattfinden kann. IL-10 wird gemal} bisheriger Erkenntnisse in der
frihen Entzindungsphase zellular nicht heraufreguliert, wo jedoch bereits konstitutiv
vorhandenes IL-10 verbleibt scheint unklar. Eine mogliche Hypothese ist, dass
dieses sezerniert wird und zellular zu einem spateren Zeitpunkt wieder translatiert
wird. Unterstrichen wird diese Mdglichkeit durch eine Arbeit von van der Poll et al.,
der einen frihen Anstieg (2h) von IL-10 Serumspiegeln wahrend einer Endotoxamie
in Schimpansen beschreibt®.

Fasst man die signifikanten Unterschiede in der Regulation dieser Mediatoren
zusammen, so lasst sich herausstellen, dass in der Phase bis 2h nach vaskularer,
plasmafreier LPS Exposition die Abnahme der anti-inflammatorischen
Zytokinexpression im Vordergrund steht. Diese Beobachtung deckt sich mit bereits in
anderen Studien untersuchten Effekten zur Regulation anti-inflammatorischer
Mediatoren. Zum einen kann hierfur eine Sezernierung aus den Zellen in das
Mikrokompartiment zum anderen eine intrazellulare Degradation verantwortlich sein.
Exemplarische Messungen der IL-4 und IL-10 Konzentrationen in Perfusatproben
dieser Lungen zeigten jedoch weder mit noch ohne Plasmazusatz eine signifikante
Zu- bzw. Abnahme nach LPS Exposition. Eine Ursache hierfir kann die erschwerte,
exakte Bestimmung der  sezernierten Zytokinmengen durch hohe
Verdinnungskoeffizienten sein. Durch Erganzung  von assays  zur
Proteinaufkonzentration an den Proben sollten die Ergebnisse prazisiert werden
kénnen'®.

In klarem Kontrast findet man die Expression von IL-4 diesem Phanomen gegenuber

stehend; diese wird signifikant hochreguliert. Ein Unterschied, der wahrscheinlich auf
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den fehlenden Plasmafaktor sIL-4Ra zurlckzufuhren ist, denn nach plasmahaltiger
LPS Exposition findet ebenfalls eine Herunterregulation von IL-4 statt.

Mit Ausnahme von STAT-6 zeigen die Mediatoren IL-13, IL-4Ra, IL-10 und IL-10R
unter plasmahaltiger Perfusion keine signifikanten Veranderungen. Ermert et al.
beschrieb eine unterschiedliche COX-2 Regulation in der akuten Entzindungsphase
nach LPS Exposition durch die Plasmafaktoren sCD14 und LBP'*. Eine Verstarkung
der LPS Antwort durch letzt genannte Plasmafaktoren kann ebenso zu einer basalen
Expression anti-inflammatorischer Zytokine fuhren, die im Anschlul3 entweder
intrazellular oder parakrin eine starke pro-inflammatorische Proteinexpression
balancieren konnten. Ware diese potentielle zellulare Umverteilung der Fall, so kann
ein immunhistochemischer Nachweis der Mediatoren unter plasmahaltiger Perfusion
keine Veranderung in der Farbeintensitdt, bezogen auf die exprimierte
Zytokinmenge, erbringen.

Deutlich wird, dass besonders in der in dieser Arbeit untersuchten fruhen Phase
einer lokal-pulmonalen LPS Stimulation die exponierten Zellkompartimente ihre
konstitutiv exprimierten, anti-inflammatorischen Zytokine herunterregulieren, bzw.
nachweisbar nicht verandern und das besonders IL-4 und STAT-6 einer
individuellen, durch Plasmafaktoren beeinflussten Regulation zu unterliegen

scheinen.
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4.3 Zusammenfassung

Fasst man die zentralen Beobachtungen der vorliegenden Arbeit zusammen, zeigt
sich eine konstitutive Expression von IL-4, IL-13, IL-10 und den signal-vermittelnden
Komponenten in allen untersuchten Organen der Ratte. Dabei konnte ein sehr
differenziertes zellulares Expressionsmuster gefunden werden. Alle epithelialen und
die Uberwiegende Anzahl endothelialer Zellen zeigten eine Expression dieser
Mediatoren. Myozyten glatter Muskulatur zeigten hingegen ein unterschiedliches
Expressionsmuster mit einer Uberwiegenden Expression in der Bronchialmuskulatur
und den tmG der Lunge, welches auf eine besondere Bedeutung dieser Mediatoren
fur Regulationsvorgange im pulmonalen Gefal3bett schlielRen lasst.

Der Vergleich zwischen normalen Rattenlungen und humanen Lungengewebeproben
legt dar, dass das konstitutive zellulare Expressionsprofil zwischen diesen beiden
Spezies, soweit aufgrund der fur die Untersuchungen verfigbaren humanen
Lungenkompartimente vergleichbar, identisch ist. Nicht alle Strukturen im humanen
Lungengewebe konnten untersucht werden, da hier verstandlicherweise nur
Gewebeanteile die in Operationspraparaten vorhanden waren und nicht fur die
Diagnostik bendtigt wurden, zur Verfligung standen.

Die vaskulare LPS Exposition isoliert-perfundierter Rattenlungen ergab eine
differenzierte Regulation der Mediatoren in den einzelnen Zellkompartimenten,
jedoch mit einer klaren Ausrichtung hinfolgend auf eine Abnahme der Expression
anti-inflammatorischer Mediatoren, wahrscheinlich zugunsten einer auf zellularer
Ebene ausgeldsten, initialen pro-inflammatorischen Reaktion.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf ein komplexes organ- und zellspezifisches
Expressionsmuster  anti-inflammatorischer  Zytokine  hin,  welches  unter
inflammatorischen Bedingungen individuell reguliert werden kann. Dies stellt die
Maoglichkeit der  gezielten therapeutischen  Beeinflussung dieser anti-
inflammatorischen Kompartimente in Aussicht, die gerade im Verlauf schwerer
Krankheitsbilder, wie dem ARDS, eine krankheitsmodulierende Bedeutung

einnehmen konnen.
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5 AUSBLICK

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse fordern dazu auf, die
komplexe zellulare Expression anti-inflammatorischer Zytokine in weiterfUhrenden
Untersuchungen an  Ganztierversuchen zu Uberprifen. Dies ist von
besonderer Bedeutung, da zum einen ein vermutetes organismus-ubergreifendes
Regulationsmuster in den konstitutiv untersuchten Organen herausgestellt werden
kann und zum anderen gro3ere Zeitfenster von beispielsweise bis zu 72h untersucht
werden kénnen, um die regulativen Vorgange einer anti-inflammatorischen Reaktion
in diesen neu herausgestellten Zelltypen bestatigen zu konnen. Ferner ist die lokal-
pulmonale Regulation im Hinblick auf Erkrankungen, wie dem ARDS, in diesem
Versuchsaufbau von besonderem Interesse. Zu diesem Zweck kommen besonders
intravendse LPS Applikationen zur Auslésung einer Sepsis und konsekutivem ARDS
in der Ratte in Frage.

Weitergehende Untersuchungen sollten durch intratracheale Gaben von LPS an
diesen Tieren erfolgen, um Unterschiede zwischen systemisch und pulmonal
verursachten Zytokinveranderungen erarbeiten zu kdnnen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollten, sofern eine Regulation zu finden ist,
methodisch  durch semiquantitative, bildanalytische Verfahren untermauert
werden'®*,

In eigenen weiterfuhrenden Pilotuntersuchungen konnte die Regulation von IL-13 in
pulmonalen Zellkompartimenten an intratracheal LPS exponierten Mausen gezeigt
werden. Vorlaufige Ergebnisse dieser Studien zeigten, dass besonders im Endothel
und Bronchialepithel eine gegenregulatorische Reaktion zwischen 24h und 48h
stattfindet, wobei diese in Teilen weit Uber die basale Expression hinausgeht. Durch
diese Vorergebnisse wird die Bedeutung der hier erstmals dargestellten, weiteren
zellularen Bildungsstellen anti-inflammatorischer Mediatoren auch nach langeren
Zeitraumen nach LPS-Exposition bestatigt. Zukiunftige Untersuchungen sollten somit
die Regulation der anti-inflammatorischen Mediatorensysteme nach langeren
zeitlichen Intervallen nach LPS-Exposition in den zahlreichen verschiedenen

zellularen Bildungsstellen detailliert aufklaren.
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6 TABELLEN und GRAPHEN

6.1  Tabellen (Tab.)

Tab. 6.1.1 Organsysteme (Benennung der 14 Organe (fett) und zugehoérige
Strukturen)

Funktionelles Organsystem (f.Os.) Organe

Kardio-pulmonales System Lungen, Trachea und Herz

Gastrointestinaltrakt (Osophagus,Vor-Magen,
Duodenum, lleum, Kolon), Speicheldriisen,
Leber und exokrines Pankreas

Verdauungssystem

Schild- und Nebenschilddriise, endokrines
Endokrine System Pankreas

Immunsystem Milz und Thymus

Integument Haut

Tab. 6.1.2 Primarantikorper

Kiirzel/anti- Wirt Spezies positiv Firma Ig-Typ
Santa Cruz Inc.
IL-13 goat mouse (DE) IgG
IL-4 mouse human Genzyme (UK) IgG
human, Santa Cruz Inc.
IL-4Ra rabbit mouse, rat (DE) IgG
human, Santa Cruz Inc.
STAT-6 rabbit mouse, rat (DE) IgG
Santa Cruz Inc.
IL-10 goat mouse (DE) IgG
Santa Cruz Inc.
IL-10R rabbit mouse, rat (DE) IgG
Tab. 6.1.3 Sekundarantikorper
Kiirzel/anti- Wirt Label Firma Ig-Typ
Leinco
Technologies,
goat rabbit AP (USA) IgG F(ab')2
Rockland
mouse goat AP (USA) IgG
Leinco
Technologies,
rabbit goat AP (USA) IgG F(ab')2
Rockland
goat rabbit Peroxidase (USA) IgG F(ab')2
Rockland
mouse goat Peroxidase (USA) IgG F(ab')2
Rockland
rabbit goat Peroxidase (USA) IgG F(ab')2
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Tab. 6.1.4 Versuchsgruppengliederung

Gruppe LPS [ng/ml] Versuchdauer n= Plasma Ja/Nein

NRL (normale

Rattenlunge) Kein LPS gespuilt (10min) 10 Nein
A Kein LPS 2h 5 Nein
B Kein LPS 2h 5 Ja
C 50 2h 5 Nein
D 50 2h 5 Ja
E 1.000 1h 5 Nein
F 1.000 1h 5 Ja
G 1.000 2h 5 Nein
H 1.000 2h 5 Ja
I 10.000 1h 5 Nein
K 10.000 1h 5 Ja
L 10.000 2h 5 Nein
M 10.000 2h 5 Ja

Tab. 6.1.5 Mittelwerte, semiquantitative Evaluation Zentralorgane; n.d., Struktur nicht
vorhanden; n.f., Struktur methodisch nicht farbbar

f.Os.
Kardio-
pulmonales
System

STAT-6

STAT-6

IL-4

IL-4

IL-4Ra

IL-4Ra

IL-10

IL-10

IL-10R

IL-10R

IL-13

IL-13

Ratten- und
humane
Lunge;
Lungen-
gruppe NRL

Ratte

Mensch

Ratte

Mensch

Ratte

Mensch

Ratte

Mensch

Ratte

Mensch

Ratte

Mensch

Bronchial
epithelien 1.
und 2.
Generation

3,92

3,00

3,00

2,00

3,63

3,00

2,55

2,67

2,63

1,67

2,75

2,67

Bronchial
epithelien 3.
Generation
und Bronchioli

3,17

2,00

2,00

2,13

3,50

1,54

2,55

2,33

1,88

1,40

2,13

2,70

Glatte
Bronchial-
muskelzellen

2,08

0,00

3,00

0,00

2,63

1,00

1,45

0,00

2,25

1,00

1,00

0,00

Glatte
Muskulatur A.
pulmonalis

0,00

n.d.

0,00

n.d.

0,29

n.d.

0,00

n.d.

1,33

n.d.

0,00

n.d.

Glatte
Muskulatur V.
pulmonalis

2,00

n.d.

0,00

n.d.

1,83

n.d.

1,55

n.d.

3,00

n.d.

0,86

n.d.

Glatte
GefalBmuskel-
zellen tmG

2,33

0,00

3,00

0,00

2,50

0,33

1,00

0,00

2,50

0,00

2,00

0,00

Endothelien
tmG

2,25

0,92

1,50

2,50

2,63

2,11

2,64

1,43

4,00

2,23

2,00

0,00

Alveolar-
makrophagen

3,25

2,62

1,50

2,40

2,38

3,00

2,82

3,15

3,13

2,77

1,00

2,09
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Perivaskulare
Lymphozyten | 2,50 | 1,77 | 3,50 | 2,67 | 1,75 |0,00| 2,18 | 1,64 | 4,00 | 1,92 | 0,00 | 0,00

Einzelne
Zellen in den
alvl. Septen| |4,25|1,54|4,50|5,00|1,13|1,63|2,36|0,85|4,13|0,92|0,50 | 0,64

Einzelne
Zellen in den
alv. Septen Il | 2,92 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 3,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

Alveolares
Septum 2,580,771 0,00|156(1,88|1,23|12,18|1,15|1,88|0,92 | 1,00 | 0,64

Endothel A.
pulmonalis 0,00 | nd. |0,00| nd. |0,00 | nd. |0,00 | nd. | 3,17 | nd. | 3,13 | n.d.

Endothel V.
pulmonalis 0,00 | nd. |0,00| nd. |0,00 | nd. | 0,00 | nd. | 3,29 | n.d. | 0,00 | n.d.

BALT 291 | nd. |0,00| nd. |0,00 | nd. | 260 | nd. | 3,50 | nd. | 0,00 | n.d.
© |95 S|z 3G Sle ¢S S

homeon | |<E|<8|¢8|vE2|SE|S2|08|2228 122|080t

ensch, © Q| @O | O |+ D T e L @Oy m 1 @O

Trachea WeE | hE|d2 25|22 |25 (22 |25 |22 |2= |22 |2=

Mehr-

schichtiges,

zilientragen-

des Epithel 3,40 |nd. 12,60 |nd. |3,20 |[nd. |3,00 |[nd. |3,40 |n.d. 4,40 |n.d.

Chondro-

zyten des

hyalinen

Knorpels 2,60 0,33 |2,00 |0,00 |2,00 [0,00 |1,80 [0,50 |3,60 [1,00 |2,20 |0,25
Tracheal-

muskulatur 0,00 |[nd. |3,00 [nd. |0,00 [nd. |0,00 [nd. |0,00 [nd. |0,00 |n.d.
Tracheal-

drisen 3,40 (2,67 |2,80 |2,00 |3,40 |0,00 |3,75 |2,00 [4,00 |2,00 [4,80 |4,00
Endothel

submukoser

Gefale 2,33 |0,00 |2,50 {0,00 |1,20 |0,00 |2,00 [0,00 |3,40 [0,00 |4,25 [0,00
Rattenherz STAT-6 IL-4 IL-4Ro IL-10 IL-10R IL-13

Herzmuskel-

zellen 0,00 2,60 2,00 2,00 1,80 0,20

Einzelne

Zellen 0,00 4,00 0,00 2,60 2,75 3,00

Koronar-

gefiBe -Ratte | STAT-6 IL-4 IL-4Ro IL-10 IL-10R IL-13

Glatte

Muskelzellen 0,00 2,60 0,00 0,00 0,00 0,00

Endothel 0,00 1,40 0,00 2,80 2,00 4,00
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Tab. 6.1.6 Mittelwerte, semiquantitative Evaluation Verdauungssystem Ratte; n.d.,
Struktur nicht vorhanden; n.f., Struktur methodisch nicht farbbar

f.Os.

Verdauungs-

system STAT-6 IL-4 IL-R4a. IL-10 IL-10R IL-13
Leber

Hepatozyten 2,00 1,80 2,40 2,20 2,60 1,83
Kupffer Zellen 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00
Glatte

Muskelzellen

Zentralvene 0,00 2,20 0,00 1,00 2,40 1,00
Endothel 0,00 2,00 0,00 1,20 2,60 2,00
Intrakapillare

Leukozyten 0,00 3,75 0,00 0,00 4,00 2,67
Portalfelder STAT-6 IL-4 IL-4Ra. IL-10 IL-10R IL-13
Gallengang-

epithel 0,00 1,00 0,60 0,20 1,80 0,00
Glatte

Muskelzellen

Portalarterien 0,00 1,40 0,00 0,00 0,40 0,67
Glatte

Muskelzellen

Portalvenen 0,00 1,40 0,00 0,00 0,40 0,67
Pankreas STAT-6 IL-4 IL-4Ra IL-10 IL-10R IL-13
Serose Zellen 2,00 n.f. n.f. 2,00 2,40 0,50
Ausfuhrungs-

gange 0,00 n.f. n.f. 0,60 1,00 0,00
Speichel-

driisen STAT-6 IL-4 IL-4Ra IL-10 IL-10R IL-13
Serose Zellen 0,25 1,20 1,00 1,40 1,20 0,60
Mukdse

Zellen 2,75 1,67 1,50 2,00 1,67 1,80
Ausfihrungs-

gange 2,60 2,40 3,00 3,00 2,00 2,00
Gastro-

intestinal-

trakt STAT-6 IL-4 IL-4Ra IL-10 IL-10R IL-13
Osophagus/

Vormagen,

mehr-

schichtiges

Plattenepithel 1,50 1,60 3,00 0,20 3,00 0,00
Magen STAT-6 IL-4 IL-4Ra IL-10 IL-10R IL-13
Oberflachen-

epithel 3,40 1,80 3,40 1,60 3,20 2,25
Nebenzellen 2,00 1,40 3,00 0,80 2,00 0,00
Belegzellen 3,00 2,25 3,40 0,80 2,00 2,00
Hauptzellen 3,20 1,25 0,00 0,00 0,00 2,00
Glatte

Muskulatur

der Tunica

muscularis 0,00 1,60 1,00 0,00 0,00 0,00
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Einzelne

Zellen

Lamina

propria 4,00 0,00 0,00 0,00 3,00 0,00
Intramurale

Ganglien 2,80 0,00 2,20 1,00 3,25 0,00
Kolon STAT-6 IL-4 IL-4Ro IL-10 IL-10R IL-13
Oberflachen-

epithel 2,80 3,20 4,00 3,20 4,00 3,40
Intestinale

Driisen 2,40 2,80 3,20 2,40 3,40 2,60
Glatte

Muskulatur

der Tunica

muscularis 0,00 2,25 1,00 0,40 0,60 0,20
Intramurale

Ganglien 2,20 2,00 3,00 2,00 3,40 0,60
Einzelne

Zellen

Lamina

propria 3,00 0,00 0,00 0,00 2,40 0,00
Duodenum STAT-6 IL-4 IL-4Ra IL-10 IL-10R IL-13
Oberflachen-

epithel 4,00 n.f. n.f. n.f. n.f. 3,00
Becherzellen 0,00 n.f. n.f. n.f. n.f. 0,00
Krypten 3,00 n.f. n.f. n.f. n.f. 2,40
Intramurale

Ganglien 3,20 n.f. n.f. n.f. n.f. 2,80
Brunner

Drisen 0,00 n.f. n.f. n.f. n.f. 0,00
lleum STAT-6 IL-4 IL-4Ra IL-10 IL-10R IL-13
Oberflachen-

epithel 3,60 n.f. n.f. n.f. n.f. 3,20
Becherzellen 0,00 n.f. n.f. n.f. n.f. 0,00
Krypten 2,60 n.f. n.f. n.f. n.f. 2,20
Intramurale

Ganglien 3,00 n.f. n.f. n.f. n.f. 2,40
Peyer

Plaques 0,00 n.f. n.f. n.f. n.f. 0,00
GefalRe STAT-6 IL-4 IL-4Ro IL-10 IL-10R IL-13
Glatte

Muskulatur 0,00 1,27 0,00 0,00 0,20 0,00
Endothel 0,40 2,00 1,00 2,00 2,50 3,00
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Tab. 6.1.7 Mittelwerte, semiquantitative Evaluation endokrine Organe Ratte; n.d.,
Struktur nicht vorhanden; n.f., Struktur methodisch nicht farbbar

f.Os.

Endo-

krines

System STAT-6 IL-4 IL-4Ra IL-10 IL-10R IL-13
Thyroidea

Follikel-

epithel 4,00 2,67 2,00 1,50 2,00 2,33
C-Zellen 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,50
Para-

thyroidea STAT-6 IL-4 IL-4Ra IL-10 IL-10R IL-13
Endokrine

Zellen 3,00 3,00 4,00 0,00 2,00 2,00
Pankreas STAT-6 IL-4 IL-4Ra IL-10 IL-10R IL-13
Langer-

hans’sche

Inselzellen 2,00 2,00 2,33 1,67 3,00 0,00

Tab. 6.1.8 Mittelwerte, semiquantitative Evaluation lymphatische Organe; n.d.,
Struktur nicht vorhanden; n.f., Struktur methodisch nicht farbbar

f.Os.
Immun-
system STAT-6 IL-4 IL-4Ra IL-10 IL-10R IL-13

Milz

Weilde
Pulpa,
Zentral-
region 0,00 0,40 1,20 0,00 0,00 0,00

Weilde
Pulpa,
einzelne
Zellen 0,00 0,00 0,00 0,00 2,20 0,00

Weilke
Pulpa,
Marginal-
zone 0,00 0,00 0,40 0,00 0,00 0,00

Rote Pulpa,
Sinusoide 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Rote Pulpa,
para-
follikularer
Marginal-
sinus 2,75 0,00 0,00 0,00 2,00 0,50

Retikulum-
zellen 2,25 0,00 0,40 0,00 1,40 1,00
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Peri-
arteriolare
lympha-
tische
Scheide,
einzelne
Zellen

4,50

3,60

3,40

0,00

4,60

4,75

Thymus

STAT-6

IL-4

IL-4Ra

IL-10

IL-10R

IL-13

Rinde,
einzelne
Zellen

4,00

1,80

1,80

0,00

4,00

0,00

Mark

0,00

5,00

0,00

0,40

1,00

0,50

Retikulum-
zellen

2,20

2,00

0,00

0,60

2,40

1,75

Tab. 6.1.9 Mittelwerte, semiquantitative Evaluation Haut;
vorhanden; n.f., Struktur methodisch nicht farbbar

n.d.,

Struktur nicht

f.Os.

Haut STAT-6 IL-4 IL-4Ra IL-10 IL-10R IL-13
Stratum

basale 0,40 2,00 3,40 2,20 4,00 2,00
Kornea 2,40 0,00 0,00 0,00 0,00 1,75
Talgdrisen 3,20 2,00 3,40 2,20 4,00 2,00
Haarfollikel-

zellen 2,20 0,75 2,80 0,20 3,00 0,00
Einzelne

Zellen der

Dermis 0,00 0,00 0,00 0,00 4,00 0,00
Nerven-

zellen 2,67 1,00 2,00 0,00 5,00 0,00
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Tab. 6.1.10 Mittelwerte IL-4, semiquantitative Evaluation, Kontrollgruppen ohne
Plasma gegenuber LPS-Gruppen ohne Plasma - * p<0.05 gegenuber der Kontrolle A;
n.d., Struktur nicht vorhanden; n.f., Struktur methodisch nicht farbbar

IL-4 ohne
Plasma

o LPS

o LPS

50 ng/ml
LPS

1 pg/ml LPS

10 pg/ml LPS

Kontrolle

Kontrolle

NRL A 2h 1h 2h 1h 2h

Bronchial
epithel 1.
und 2.
Gene-
ration 3,00 0,25 1,25 0,50 0,20 1,00 0,75

Bronchial
epithel 3.
Gene-
ration und
Bron-
chioli 2,00 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00

Glatte
Bronchial
muskel-
zellen 3,00 2,50 3,25 2,50 2,40 3,67 3,00

Glatte

Musku-
latur, A.
pulmo-
nalis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 0,00 0,00

Glatte

Musku-
latur, V.
pulmo-

nalis 0,00 0,00 1,00 0,33 1,33* 0,50 0,67

Glatte
Gefald-
muskel-
zellen,
tmG 3,00 2,00 2,50 2,75 2,60 2,33 1,20

Endothel,
A. pulmo-
nalis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Endothel,
V. pulmo-
nalis 0,00 0,00 0,50 0,33 0,60 0,67 0,40

Endothel,

tmG 1,50 0,20 1,50 1,25 1,80* 2,00 0,80

Kapil-
lares
Endothel 1,00 0,20 2,25 1,50 1,20 1,67 0,20

Perivas-
kulare

Lympho-
zyten 3,50 0,75 2,25 2,00 1,60 1,00 1,00
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Alveolar-

makro-

phagen 1,50 0,20 0,75 1,50 0,60 2,67* 1,00
Einzelne

Zellen in

den alv.

Septen 4,50 1,75 4,00 2,50 3,60 3,33 1,60
Alveo-

lares

Septum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Nerven 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
BALT 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tab. 6.1.11 Mittelwerte IL-4, semiquantitative Evaluation, Kontrollgruppen mit Plasma
gegenuber LPS-Gruppen mit Plasma - * p<0.05 gegenuber der Kontrolle B; n.d.,
Struktur nicht vorhanden; n.f., Struktur methodisch nicht farbbar

IL-4 mit
Plasma

o LPS

o LPS

50 ng/ml
LPS

1 pg/ml LPS

10 pg/ml LPS

Kontrolle

Kontrolle

NRL B 2h 1h 2h 1h 2h

Bronchial-
epithel 1.
und 2.
Gene-
ration 3,00 1,25 0,67 0,20 0,80 1,50 1,00

Bronchial-
epithel 3.
Gene-
ration und
Bronchioli 2,00 0,00 0,25 0,00 0,60 0,50 0,00

Glatte
Bronchial
muskel-
zellen 3,00 3,50 2,75 3,00 2,80 3,75 2,80

Glatte

Musku-
latur, A.
pulmo-
nalis 0,00 1,00 0,00 0,40 0,00 0,00 0,00

Glatte

Musku-
latur, V.
pulmo-

nalis 0,00 2,00 1,00 0,50* 0,33 1,67 1,00

Glatte
Gefaly-
muskel-
zellen,
tmG 3,00 3,25 2,25 2,20 2,80 2,50 2,00

Endothel,
A. pulmo-
nalis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Endothel,
V. pulmo-
nalis

0,00

2,33

2,00

0,40

0,50

1,00

0,60

Endothel,
tmG

1,50

2,75

1,75

1,20

0,80*

1,75

1,00*

Kapillares
Endothel

1,00

3,00

1,75

1,60

2,20*

1,75

0,80*

Perivas-
kulare
Lympho-
zyten

3,50

2,75

2,75

0,80

2,00

1,00

1,00

Alveolar-
makro-
phagen

1,50

2,75

2,25

0,60*

0,60*

1,00

0,40*

Einzelne
Zellen in
den
alveol.
Septen

4,50

4,00

3,25

2,00

3,40

2,50

2,00*

Alveo-
lares
Septum

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

Nerven

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

BALT

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00
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Tab. 6.1.12 Mittelwerte IL-13, semiquantitative Evaluation, Kontrollgruppen ohne
Plasma gegenuber LPS-Gruppen ohne Plasma - * p<0.05, ** p<0.01 gegenuber der
Kontrolle A; n.d., Struktur nicht vorhanden; n.f., Struktur methodisch nicht farbbar

IL-13

ohne
Plasma

o LPS

o LPS

50 ng/ml
LPS

1 yg/ml LPS

10 pg/ml LPS

Kontrolle

Kontrolle

NRL A 2h 1h 2h 1h 2h

Bronchial
epithel 1.
und 2.
Gene-
ration 2,67 3,00 3,00 1,67 2,25 2,60 2,00

Bronchial
epithel 3.
Gene-
ration und
Bron-
chioli 2,11 1,71 1,75 0,50 1,00 1,00 0,80

Glatte
Bronchial
muskel-
zellen 0,89 1,00 0,33

0,20* 0,50 0,20* 0,40

Glatte

Musku-
latur, A.
pulmo-

nalis 0,00 2,29 2,00 1,33 1,50 1,20** 1,60

Glatte

Musku-
latur, V.
pulmo-
nalis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Glatte
Gefald-
muskel-
zellen,
tmG 1,89 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Endothel,
A. pulmo-

nalis 1,89 3,00 3,33 3,00 2,00 2,33 1,40*

Endothel,
V. pulmo-
nalis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Endothel,

tmG 2,89 4,43 4,50 2,67* 3,25 2,80 3,00*

Kapil-
lares
Endothel 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Perivas-
kulare

Lympho-
zyten 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Alveolar-

makro-

phagen 1,00 1,29 0,75 0,33 1,25 1,20 1,00
Einzelne

Zellen in

den alv.

Septen 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Alveo-

lares

Septum 1,00 1,00 1,00 0,33 1,50 0,60 0,40
Nerven 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
BALT 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tab. 6.1.13 Mittelwerte IL-13, semiquantitative
Plasma gegenuber LPS-Gruppen mit Plasma - * p<0.05 gegenulber der Kontrolle B;
n.d., Struktur nicht vorhanden; n.f., Struktur methodisch nicht farbbar

Evaluation, Kontrollgruppen mit

IL-13 mit
Plasma

o LPS

o LPS

50 ng/ml
LPS

1 pg/ml LPS

10 pg/ml LPS

Kontrolle
NRL

Kontrolle
B

2h

1h

2h

1h

2h

Bronchial-
epithel 1.
und 2.
Gene-
ration

2,67

2,50

2,67

2,80

1,75

3,00

3,20

Bronchial-
epithel 3.
Gene-
ration und
Bronchioli

2,11

1,50

1,00

0,60

0,75

1,00

1,00

Glatte
Bronchial
muskel-
zellen

0,89

0,75

1,00

0,20

0,50

0,60

0,20

Glatte
Musku-
latur, A.
pulmo-
nalis

0,00

2,00

1,75

1,20

1,50

1,20

2,00

Glatte
Musku-
latur, V.
pulmo-
nalis

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

Glatte
Gefaly-
muskel-
zellen,
tmG

1,89

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

Endothel,
A. pulmo-
nalis

1,89

1,00

3,00

2,80

1,33

2,00

2,60
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Endothel,
V. pulmo-
nalis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Endothel,
tmG 2,89 2,75 4,00 2,60 3,00 2,60 3,60

Kapillares
Endothel 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Perivas-
kulare

Lympho-
zyten 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Alveolar-
makro-
phagen 1,00 1,75 0,00* 1,20 1,00 0,80 1,40

Einzelne
Zellen in
den alv.
Septen 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Alveo-
lares
Septum 1,00 1,50 0,25 0,40 1,00 0,60 0,60

Nerven 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

BALT 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Tab. 6.1.14 Mittelwerte IL-4Ra, semiquantitative Evaluation, Kontrollgruppen ohne
Plasma gegenuber LPS-Gruppen ohne Plasma - * p<0.05, ** p<0.01 gegenuber der
Kontrolle A; # p<0.05 gegenuber der Kontrolle NRL; n.d., Struktur nicht vorhanden;
n.f., Struktur methodisch nicht farbbar

IL-4Ra
ohne
Plasma

o LPS

o LPS

50 ng/ml
LPS

1 pg/ml LPS

10 pg/ml LPS

Kontrolle
NRL

Kontrolle
A

2h

1h 2h

1h 2h

Bronchial
epithel 1.
und 2.
Gene-
ration

3,63

2,20%

2,00

1,50 2,00

2,80 2,00

Bronchial
epithel 3.
Gene-
ration und
Bron-
chioli

3,50

3,00

2,25

2,50 3,00

3,20 2,80

Glatte
Bronchial-
muskel-
zellen

2,63

3,00

2,50

2,25 4,25

3,40 2,40

Glatte
Musku-
latur, A.
pulmo-
nalis

0,29

0,25

0,00

0,00 0,00

0,20 0,00

Glatte
Musku-
latur, V.
pulmo-
nalis

1,83

2,00

0,00

1,33 1,50

1,80 0,67

Glatte
Gefald-
muskel-
zellen,
tmG

2,50

3,20

2,25

3,00 2,75

2,80 2,60

Endothel,
A. pulmo-
nalis

0,00

0,00

0,00

0,00 0,00

0,00 0,00

Endothel,
V. pulmo-
nalis

0,86

2,40

0,00*

2,50 3,33

2,60 0,25**

Endothel,
tmG

2,63

3,40

2,50

3,25 3,00

4,00 3,00

Kapil-
lares
Endothel

0,75

1,60

0,75

0,20* 0,20*

0,20* 0,20*
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Perivas-
kulare
Lympho-

zyten 1,75 3,20 2,25 2,25 2,75 3,40 1,60

Alveolar-
makro-

phagen 2,38 2,60 2,00 2,75 2,50 3,60 2,60

Einzelne
Zellen in
den alv.

Septen 3,20 1,75* 2,50 2,00* 3,00 2,20*

Alveo-
lares

Septum 1,88 2,80 2,00 2,50 2,50 2,80 2,40

Nerven 0,88 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 0,00

BALT 2,00 2,00 2,00 1,25 2,33 2,40 1,50

Vasa
Vasorum
V. pulmo-
nalis

4,00 4,33 3,00 3,50 5,00 4,00 4,50

Tab. 6.1.15 Mittelwerte IL-4Ra, semiquantitative Evaluation, Kontrollgruppen mit
Plasma g#egeni]ber LPS-Gruppen mit Plasma - * p<0.05 gegenuber der Kontrolle B; #
p<0.05, ™ p<0.01 gegenulber der Kontrolle NRL; n.d., Struktur nicht vorhanden; n.f.,
Struktur methodisch nicht farbbar

IL-4Ra

mit
Plasma

o LPS

o LPS

50 ng/ml
LPS

1 pg/ml LPS

10 pg/ml LPS

Kontrolle
NRL

Kontrolle
B

2h

1h 2h

1h 2h

Bronchial
epithel 1.
und 2.
Gene-
ration

3,63

1,50%

2,67

2,60 3,50

3,20% 1,60

Bronchial
epithel 3.
Gene-
ration und
Bronchioli

3,50

1,75

3,00

2,60 2,80

2,80 1,60

Glatte
Bronchial
muskel-
zellen

2,63

3,00

2,50

3,40 3,50

3,00 2,80

Glatte
Musku-
latur, A.
pulmo-
nalis

0,29

0,00

0,00

0,00 0,67

0,00 0,00
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Glatte
Musku-
latur, V.
pulmo-
nalis

1,83

1,00

0,67

0,50

1,00

1,60

1,50

Glatte
Gefald-
muskel-
zellen,
tmG

2,50

2,25

3,00

3,40

3,20

2,80

1,60

Endothel,
A. pulmo-
nalis

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

Endothel,
V. pulmo-
nalis

0,86

1,00

1,33

2,40

1,80

1,20

2,20

Endothel,
tmG

2,63

2,25

3,50

3,40

3,20

3,20

2,40

Kapillares
Endothel

0,75

0,75

1,75

0,00

0,00

0,00

0,00

Perivas-
kulare
Lympho-
zyten

1,75

1,75

2,50

2,80

2,00

2,00

0,00*

Alveolar-
makro-
phagen

2,38

2,25

3,25

2,80

2,40

2,20

2,20

Einzelne
Zellen in
den alv.
Septen

2,00

2,75

3,00

2,20

1,80

1,60

Alveo-
lares
Septum

1,88

2,00

2,75

3,00%

2,60

1,80

1,40

Nerven

0,88

1,50

0,00

0,00

0,00

0,00

0,40

BALT

2,00

1,25

3,00

2,50

2,75

0,67

1,33

Vasa
Vasorum
V. pulmo-
nalis

4,00

5,00

4,50

3,50%

3,50

4,75

5,00
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Tab. 6.1.16 Mittelwerte STAT-6, semiquantitative Evaluation, Kontrollgruppen ohne
Plasma gegenuber LPS-Gruppen ohne Plasma - * p<0.05, ** p<0.01 gegenuber der
Kontrolle A; n.d., Farbung nicht detektiert; n.f., Struktur methodisch nicht farbbar

STAT-6

ohne
Plasma

o LPS

o LPS

50 ng/ml
LPS

1 yg/ml LPS

10 pg/ml LPS

Kontrolle

Kontrolle

NRL A 2h 1h 2h 1h 2h

Bronchial
epithel 1.
und 2.
Gene-

ration 3,92 3,71 3,00 3,25 2,60* 3,14 3,25

Bronchial
epithel 3.
Gene-
ration und
Bron-
chioli 3,17 2,86 1,75* 1,75*

1,00** 1,71* 2,20

Glatte
Bronchial
muskel-
zellen 2,08 2,29 1,50 2,25 1,40 2,00 2,40

Glatte

Musku-
latur, A.
pulmo-
nalis 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Glatte

Musku-
latur, V.
pulmo-
nalis 2,00 2,00 2,00 2,50 1,00 2,00 2,75

Glatte
Gefald-
muskel-
zellen,
tmG 2,33 1,71 1,50 1,50 1,80 1,43 2,20

Endothel,
A. pulmo-
nalis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Endothel,
V. pulmo-
nalis 0,50 0,86 0,00 0,50 0,40 0,00 0,60

Endothel,
tmG 2,25 2,43 1,75 2,00 2,20 1,86 2,60

Kapil-
lares
Endothel 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Perivas-
kulare

Lympho-
zyten 2,50 2,14 1,50 2,25 1,00 1,71 2,40
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Alveolar-
makro-
phagen 3,25 3,14 2,00 3,25 2,00* 2,43 3,20

Einzelne
Zellen in
den alv.
Septen | 4,25 4,29 3,25 3,50 3,60 414 4,20

Einzelne
Zellen in
den alv.
Septen |l 2,92 3,00 2,00* 2,50 2,20 2,57 3,20

Alveo-
lares
Septum 2,58 2,43 1,75 1,50 2,00 1,57 2,60

Nerven 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

BALT 2,91 2,43 2,67 4,00 1,67 2,00 2,67

Tab. 6.1.17 Mittelwerte STAT-6, semiquantitative Evaluation, Kontrollgruppen mit
Plasma gegenuber LPS-Gruppen mit Plasma - * p<0.05, ** p<0.01 gegenuber der
Kontrolle B; * p<0.05, # p<0.01, ™ p<0,001 gegeniiber der Kontrolle NRL; n.d.,
Struktur nicht vorhanden; n.f., Struktur methodisch nicht farbbar

STAT-6
mit 50 ng/ml
Plasma o LPS o LPS LPS 1 yg/ml LPS 10 pg/mi LPS

Kontrolle | Kontrolle
NRL B 2h 1h 2h 1h 2h

Bronchial-
epithel 1.
und 2.
Gene-
ration 3,92 2,25 2,00 3,60* 3,50 3,25 3,25

Bronchial-
epithel 3.
Gene-
ration und
Bronchioli 3,17 0,50% 2,50* 2,40** 2,25 2,00 2,40*

Glatte
Bronchial
muskel-
zellen 2,08 0,75% 1,25 2,20 2,25 2,00 1,80

Glatte

Musku-
latur, A.
pulmo-
nalis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Glatte

Musku-
latur, V.
pulmo-
nalis 2,00 1,00 2,00 1,75 0,00 2,00 2,00
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Glatte
Gefald-
muskel-
zellen,
tmG

2,33

1,00%

2,25

2,00

2,25

1,25

2,20

Endothel,
A. pulmo-
nalis

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

Endothel,
V. pulmo-
nalis

0,50

0,00

0,00

0,00

0,00

0,75

0,60

Endothel,
tmG

2,25

0,75™

2,75*

2,60**

2,50*

2,25*

2,60**

Kapillares
Endothel

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

Perivas-
kulare
Lympho-
zyten

2,50

0,75%

2,75

2,60*

2,00

1,75

1,80

Alveolar-
makro-
phagen

3,25

2,25

3,00

3,20

2,50

2,00

2,60

Einzelne
Zellen in
den alv.
Septen |

4,25

3,25

4,00

4,20

4,25

3,50

4,40

Einzelne
Zellen in
den alv.

Septen |l

2,92

1,75%

3,00%

3,20™

2,50

2,00

2,60

Alveo-
lares
Septum

2,58

1 Oo###

2,50*

2,80**

2,00

1,50

2,40**

Nerven

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

BALT

2,91

3,00

0,00

2,00

4,00

0,75

3,25
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Tab. 6.1.18 Mittelwerte IL-10, semiquantitative Evaluation, Kontrollgruppen ohne
Plasma gegenuber LPS-Gruppen ohne Plasma - * p<0.05 gegenuber der Kontrolle A;
n.d., Struktur nicht vorhanden; n.f., Struktur methodisch nicht farbbar

IL-10

ohne
Plasma

o LPS

o LPS

50 ng/ml
LPS

1 yg/ml LPS

10 pg/ml LPS

Kontrolle

Kontrolle

NRL A 2h 1h 2h 1h 2h

Bronchial
epithel 1.
und 2.
Gene-
ration 2,55 3,20

2,25* 2,33 2,25* 2,67 2,60

Bronchial
epithel 3.
Gene-
ration und
Bronchioli 2,55 2,40 1,25*

0,66* 1,25 1,50 1,20*

Glatte
Bronchial
muskel-
zellen 1,45 0,80 0,75 1,33 1,25 1,50 1,40

Glatte

Musku-
latur, A.
pulmo-
nalis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Glatte

Musku-
latur, V.
pulmo-
nalis 1,55 1,20 0,67 2,50 2,50 1,25 2,00

Glatte
Gefald-
muskel-
zellen,
tmG 1,00 1,20 1,00 1,00 0,50 0,83 1,20

Endothel,
A. pulmo-
nalis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Endothel,
V. pulmo-
nalis 1,64 3,00 1,25 1,33 2,50 2,00 2,40

Endothel,
tmG 2,64 2,80 2,00 1,67 2,00 1,83 2,40

Kapil-
lares
Endothel 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Perivas-
kulare

Lympho-
zyten 2,18 1,60 1,50 0,67 0,25 1,67 1,80
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Alveolar-

makro-

phagen 2,82 3,20 2,50 2,67 2,00 2,17 2,60
Einzelne

Zellen in

den alv.

Septen 2,36 2,20 1,75 2,00 1,50 2,00 2,20
Alveo-

lares

Septum 2,18 2,40 2,00 1,67 1,75 2,17 2,00
Nerven 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
BALT 2,60 3,00 2,00 0,00 3,00 1,00 2,50

Tab. 6.1.19 Mittelwerte IL-10, semiquantitative Evaluation, Kontrollgruppen mit
Plasma gegentber LPS-Gruppen mit Plasma - * p<0.05 gegenulber der Kontrolle B;

p<0.05 gegenuber der Kontrolle NRL; n.d., Struktur nicht vorhanden; n.f., Struktur
methodisch nicht farbbar

#

IL-10 mit
Plasma

o LPS

o LPS

50 ng/ml
LPS

1 pyg/ml LPS

10 pg/ml LPS

Kon-trolle
NRL

Kon-
trolle B

2h

1h

2h

1h

2h

Bronchial-
epithel 1.
und 2.
Gene-
ration

2,55

2,50

2,00

2,60

2,50

3,00

3,00

Bronchial-
epithel 3.
Gene-
ration und
Bronchioli

2,55

1,33%

2,00

2,00

1,75

1,67

1,00

Glatte
Bronchial
muskel-
zellen

1,45

1,33

1,00

1,60

1,25

1,67

1,50

Glatte
Musku-
latur, A.
pulmo-
nalis

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

Glatte
Musku-
latur, V.
pulmo-
nalis

1,55

1,50

1,00

1,25

1,67

1,67

1,75

Glatte
Gefaly-
muskel-
zellen,
tmG

1,00

0,67

1,00

1,00

1,25

1,33

1,00

Endothel,
A. pulmo-
nalis

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00
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Endothel,
V. pulmo-
nalis

1,64

1,50

2,67

1,40

2,67

2,33

2,75

Endothel,
tmG

2,64

2,00

2,00

2,40

2,50

2,67

2,00

Kapillares
Endothel

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

Perivas-
kulare
Lympho-
zyten

2,18

1,33

1,33

1,60

2,00

2,33

1,50

Alveolar-
makro-
phagen

2,82

3,00

2,00

3,00

2,75

2,67

2,25

Einzelne
Zellen in
den alv.
Septen

2,36

1,33

2,00

3,00%

2,00

2,33

2,00

Alveo-
lares
Septum

2,18

2,00

2,00

2,20

2,00

2,00

1,75

Nerven

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

BALT

2,60

2,00

n.d.

3,00

2,50

n.d.

3,00
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Tab. 6.1.20 Mittelwerte IL-10R, semiquantitative Evaluation, Kontrollgruppen ohne
Plasma gegenuber LPS-Gruppen ohne Plasma - * p<0.05, ** p<0.01 gegenuber der
Kontrolle A; n.d., Struktur nicht vorhanden; n.f., Struktur methodisch nicht farbbar

IL-10R
ohne
Plasma

o LPS

o LPS

50 ng/ml
LPS

1 yg/ml LPS

10 pg/ml LPS

Kontrolle
NRL

Kontrolle
A

2h

1h

2h

1h

2h

Bronchial
epithel 1.
und 2.
Gene-
ration

2,63

2,80

1,33

2,00

1,80

1,80

2,20

Bronchial
epithel 3.
Gene-
ration und
Bronchioli

1,88

2,00

1,00

1,00

1,20

1,20

1,40

Glatte
Bronchial
muskel-
zellen

2,25

2,60

2,33

1,75

2,00

2,20

2,40

Glatte
Musku-
latur, A.
pulmo-
nalis

1,33

1,75

1,00

1,00

0,67

0,40*

1,60

Glatte
Musku-
latur, V.
pulmo-
nalis

3,00

2,20

3,00

1,67

1,67

2,00

2,25

Glatte
Gefald-
muskel-
zellen,
tmG

2,50

2,60

2,00

2,00

2,00

1,80

2,40

Endothel
A. pulmo-
nalis

3,17

2,00

0,00

2,00

0,00

0,80

1,80

Endothel,
V. pulmo-
nalis

3,29

2,20

2,00

1,33

0,33*

2,00

0,75

Endothel,
tmG

4,00

3,80

3,33

3,25

3,20

3,60

3,40

Kapil-
lares
Endothel

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

Perivas-
kulare
Lympho-
zyten

4,00

4,20

2,67

3,00

2,80*

3,80

0,00*
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Alveolar-

makro-

phagen 3,13 3,60 3,00 3,00 2,40* 3,20 3,20

Fibro-

zyten 413 4,00 4,00 3,75 3,40 4,20 0,20**
Einzelne

Zellen in

den alv.

Septen 3,00 3,40 3,00 2,75 2,40 3,20 3,80

Alveo-

lares

Septum 1,88 2,40 1,67 2,00 1,60 1,60 2,60

Nerven 2,50 2,75 3,00 2,50 2,33 2,67 2,00

BALT 3,50 4,25 3,50 3,00 3,00 3,20 2,40*

Tab. 6.1.21 Mittelwerte IL-10R, semiquantitative Evaluation, Kontrollgruppen mit
Plasma gegenuber LPS-Gruppen mit Plasma - * p<0.05 gegenuber der Kontrolle B;
n.d., Struktur nicht vorhanden; n.f., Struktur methodisch nicht farbbar

IL-10R
mit
Plasma

o LPS

o LPS

50 ng/ml
LPS

1 yg/ml LPS

10 pg/ml LPS

Kontrolle
NRL

Kontrolle
B

2h

1h 2h

1h

2h

Bronchial
epithel 1.
und 2.
Gene-
ration

2,70

2,00

2,25

1,80 1,20

1,75

2,25

Bronchial
epithel 3.
Gene-
ration und
Bronchioli

1,86

1,00

1,75

1,20 0,80

0,75

1,33

Glatte
Bronchial
muskel-
zellen

2,16

1,67

2,25

2,00 1,60

2,00

2,00

Glatte
Musku-
latur, A.
pulmo-
nalis

1,33

0,50

0,25

1,75 0,67

1,00

0,25

Glatte
Musku-
latur, V.
pulmo-
nalis

3,00

2,00

1,50

2,67 1,67

2,00

2,25

Glatte
Gefald-
muskel-
zellen,
tmG

2,56

1,67

1,75

2,20 2,00

2,00

2,33
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Endothel,
A. pulmo-
nalis

3,17

0,00

1,00

1,75

0,67

1,25

0,50

Endothel,
V. pulmo-
nalis

3,29

1,50

0,25

1,33

0,00

1,25

2,00

Endothel,
tmG

4,00

3,33

3,25

3,40

2,80

2,75

3,00

Kapillares
Endothel

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

Perivas-
kulare
Lympho-
zyten

4,00

3,00

3,25

3,60

2,80

0,75

0,00

Alveolar-
makro-
phagen

3,14

3,00

2,75

3,40

2,60

2,25

2,75

Fibro-
zyten

4,02

4,00

3,75

3,40

2,40

1,00

0,20*

Einzelne
Zellen in
den alv.
Septen

3,00

3,00

2,50

2,40

2,00

2,75

3,50

Alveo-
lares
Septum

1,98

2,00

1,75

1,60

1,60

1,75

2,50

Nerven

2,42

2,00

2,00

2,50

2,00

1,50

2,00

BALT

3,50

2,50

3,00

3,75

2,75

3,00

2,67
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Farbeintensitat
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Graph 6.2.6 LPS-Stimulation, Dosis
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Graph 6.2.10 LPS-Stimulation, Dosis
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Graph 6.2.14 LPS-Stimulation, Dosis
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Graph 6.2.20 LPS-Stimulation, Dosis

* p<0.05; ** p<0.01 gegeniiber der Kontrolle
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ARDS
BAL
BALT
BE
Bm
CD
Cox
f.Os.

g
yc-chain

min
mRNA
MHC
NF«B

Arteria(e)

Abbildung

Antikorper

Alveolarmakrophagen

Alkalische Phosphatase

adult respiratory distress syndrome
broncho-alveolare Lavage
bronchus associated lymphoid tissue
Bronchialepithel
Bronchialmuskulatur

cluster of differentiation
Cyclooxygenase

funktionelles Organsystem

Gramm

common y-chain

Stunde(n)

Immunglobulin

Interleukin
Interleukin-1Rezeptorantagonist
Interleukin-10Rezeptor

Interferon

Janus-Kinasen Familie

kilo Dalton

Krebs-Henseleit-Puffer
LPS-binding-protein
Lipopolysaccharid, Endotoxin

nicht detektierbar (Struktur nicht vorhanden)
nicht farbbar (methodisch bedingt)
molar

Minute(n)

messengerRNA (Ribonukleinsaure)
major histocompatibility complex

nuclear factor kappa B
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NK-Zellen Naturliche Killerzellen

NO Stickstoffmonoxid

NRL normale Rattenlungen

PALS periarterielle lymphatische Scheide

PBS phosphate buffered saline

PMN polymorphonuclear neutrophils

sCD14 soluble CD14

STAT signal transducer and activator of transcription
Tab Tabelle

Th T-Helfer

TLR Toll like receptors

TMB 3,3',5,5’ tetramethylbenzidine dihydrochloride
tmG teilmuskularisierte Gefalle

TNF tumor necrosis factor

V(v) Vena(e)

z.B. zum Beispiel
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