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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Adult Respiratory Distress Syndrome (ARDS)

Das akute Atemnotsyndrom des Erwachsenen (ARDS) ist die klinische Manifestation
einer schweren, akut verlaufenden Lungenschadigung, welche erstmals 1967 von
Ashbaugh et. al beschrieben wurde'. In einer neueren Studie aus den Vereinigten
Staaten im Jahre 2005 wird die Inzidenz dieser Erkrankung mit 78.9/100.000 Personen
und Jahr beschrieben?. In einer aktuellen Meta-Analyse aus 72 Studien mit insgesamt
11.426 Patienten in dem Zeitraum von 1994 bis 2006 konnte eine durchschnittliche
Mortalitat von 43 % errechnet werden. Dabei scheint es, dass die Prognose eines
ARDS in den letzten zehn Jahren verbessert werden konnte®. Pathogenetisch wird
dabei ein ARDS durch direkte (pulmonale Infektion, Aspiration von Mageninhalt, etc.)
und indirekte (Sepsis, Polytrauma, etc.) Schadigung der Lunge unterschieden®.
Ausgedehnte inflammatorische Prozesse im mikrovaskularen, interstitiellen und
alveoldren Kompartiment der Lunge charakterisieren das ARDS®. Diese fiihren u.a. zu
vasomotorischen Veranderungen der pulmonalen Strombahn, Extravasation von

Plasmaproteinen, Zellschadigung und schweren Stérungen der Gasaustauschfunktion®.

1.1.1 Pathoatiologie des ARDS

Die initiale exsudative Phase des ARDS ist pathophysiologisch durch eine endo- und
epitheliale Schrankenstérung und Ubertritt von proteinreichem Exsudat in das
interstitielle und alveolare Kompartiment gekennzeichnet. In der Folge kommt es zum
Anstieg des pulmonalvaskularen Widerstandes sowie ausgepragtem intrapulmonalen
Shunt-Fluly und zu alveolarer Instabilitat mit Ausbildung von Atelektasen. Die dadurch
verursachte Ventilations-Perfusions-Inhomogenitat resultiert in einer schweren
Gasaustauschstorung. Eine einheitliche Definition der Pathoatiologie des ARDS ist, auf
Grund der mannigfaltigen Ursachen die zu diesem Syndrom fuhren, bisher nicht
moglich?.

Neutrophile Granulozyten (polymorphkernige neutrophile Granulozyten, PMN) scheinen

eine bedeutende Rolle beim ARDS zu spielen®, obgleich auch Falle von ARDS bei
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neutropenen Patienten beschrieben wurden’. Durch proinflammatorische Zytokine wie
Tumor Nekrose Faktor (TNF) a, Interleukin (IL) -1, IL-6® und IL-8, das aus
Alveolarmakrophagen nach Trauma® oder Aspiration von Magensaure' freigesetzt
wird, werden neutrophile Granulozyten angelockt und aktiviert. Zusatzlich spielen hier
auch Chemokine als potente chemotaktische Zytokine eine bedeutende Rolle™.
Rekrutierte und aktivierte PMN’s sezernieren aggressive Sauerstoffradikale und
mikrobizide Substanzen (z.B. Proteasen), welche, neben z.B. mikobiellen Produkten
(unter anderem Exo- und Endotoxine von Bakterien), eine Zerstorung der
Lungenstruktur zur Folge haben kdnnen*. Zudem fiihren freigesetzte Proteasen zu
einer Reduktion der Oberflachenspannung durch Schadigung der
surfactantspezifischen Proteine A, B und C12, welches weiter zur Verschlechterung der
Gasaustauschfunktion der Lunge beitragt. Insgesamt kdnnen also neben einer direkten
Schadigung der Lunge (z.B. Saure bei Aspiration, freigesetzte Virulenzfaktoren von
Mikroorganismen) auch endogene, im Rahmen der Wirtsreaktion freigesetzte

Mediatoren wesentlich zur Auspragung des klinischen Bildes eines ARDS beitragen'®.

1.2 Lipopolysaccharid

In Sepsis-Patienten ist der Beginn der systemisch-entziindlichen Reaktion (systemic
inflammatory response syndrome, SIRS) am besten untersucht. Die Anwesenheit von
Lipopolysacchariden im Blutkreislauf von Patienten korreliert mit der Entstehung eines
ARDS™. Durch Absterben gram-negativer Bakterien wird Endotoxin (Lipopolysaccharid,
LPS) in den Blutkreislauf freigesetzt, was Initial zur Aktivierung der angeborenen
Immunitat fahrt. LPS flhrt durch direkte Stimulation von PMN'’s zur Freisetzung von
Proteasen'® und Sauerstoffradikalen'®. Dabei spielt der cluster of differentiation (CD)
14, der unter anderem an der Zelloberflache von PMN und Makrophagen expremiert
wird", eine wesentliche Rolle.

Endotoxin bzw. Lipopolysaccharid (LPS) ist ein Glykolipid, das einen integralen
Bestandteil der auReren Membran gram-negativer Bakterien darstellt und im Rahmen
von Dbakteriellem Zerfall freigesetzt werden kann. Die anschliefende zellulare
Aktivierung fuhrt zu einer systemischen Freisetzung aktivierter, pro-inflammatorischer
Zytokine, wodurch die Toxizitat des LPS systemisch vermittelt wird'®. Schon ab einer

Konzentration von 1 pg/ml ist das Endotoxin in der Lage Makrophagen zu aktivieren'®.
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Dabei spielen zwei Proteine, das LPS-bindende Protein (LBP) und der Rezeptor CD14,
der sowohl membranstandig als auch I6slich (soluable, s) vorkommt, eine bedeutende
Rolle. Nach Bindung von LPS an LBP katalysiert dieses den sofortigen Transport an
den CD14-Rezeptor'®. LBP beschleunigt dabei die Bindung von LPS-Monomeren an

82921 Andere

CD14 und erhoht dadurch die Sensitivitat der Zellen gegenuber LP
Untersuchungen haben gezeigt, das LBP neben einer Aktivitatssteigerung auch eine
Neutralisation von biologisch aktivem LPS bedingen kann. Dabei Ubertragt LBP LPS an
Lipoproteine, wodurch dieses funktionell neutralisiert wird®2. LBP ist ein Akut-Phase-
Protein®®, welches hauptsachlich in der Leber produziert wird, das nach
inflammatorischem Stimulus, inklusive bakterieller Sepsis, einen starken Anstieg in der
Plasmakonzentration zeigt?*. Neben der Leber ist auch die Lunge in der Lage LBP zu
produzieren*. So konnte in der Lavage von ARDS-Patienten eine 64-fach hohere
Konzentration an LBP gegenlber der Kontrollgruppe gemessen werden, wobei die
Serumwerte flir LBP erhdht waren, diese jedoch nicht mit der BAL-Konzentration von
LBP korrelierten®. Eine von der Arbeitsgruppe Golenbock et al. etablierte LBP-knock-out
(k.0.) Maus erbrachte zusatzliche Informationen Uber dieses Protein. Wahrend bei
Blutzellen aus den LBP”Tieren eine 1000-fach geringere Reaktion gegeniiber den
LBP*"-Tieren auf LPS-Stimulation zu sehen war, zeigte der Ganztierversuch eine
annahernd identische Antwort zwischen den homo- und heterozygoten Tieren®. Dabei
zeigten vorausgegangene Untersuchungen, dass LPS in Abwesenheit von LBP in der
Lage war, an CD14 zu binden, wobei das Verhaltnis der Bindung von der Menge an
sCD14 abhangig war?'. sCD14 ist zudem fiir die Aktivierung CD14 negativer Zellen, wie
z.B. Endothel oder glatte Muskulatur, durch LPS von Bedeutung®. So nahm die
Endotoxin-Sensitivitat an humanen Endothelzellen, gemessen an der NF-xB (nuclear
factor kappa (k) B) Phosphorylierung, durch Zusatz von sCD14- und LBP-haltigem
Serum in in-vitro Versuchen um das bis zu 3000-fache zu®.

CD14 wird in der Leber und im Fettgewebe gebildet?®. Dabei handelt es sich um einen
Glykosylphosphotidylinositol verankerten Rezeptor, der keine transmembranare und
intrazelllulare Domane besitzt?°. Die wesentliche Rolle von CD14 bei der Vermittlung
von LPS wird durch folgende Untersuchung unterstrichen. Transgene Mause, die
humanes CD14 expremierten, waren in verstarktem Mal} suszeptibel gegenlber LPS,
was sich in einer erhdhten Anfalligkeit einen septischen Schock zu entwickeln zum
Ausdruck kam®. Dagegen waren CD147Mause gegenuber septischem Geschehen,

entweder durch gram-negative Bakterien oder aufgereinigtes LPS induziert, sehr



Einleitung 4

widerstandsféhigSO. Der Mechanismus, Uber welchen CD14 ein transmembranares
Signal vermittelt, ist noch nicht endgultig geklart. Zusatzliche transmembranare
Rezeptoren scheinen dabei, partiell in Interaktion mit CD14, eine Rolle zu spielen. So
zeigten Studien, dass LPS zumindest teilweise in der Lage ist, auch ohne CD14 an
Zellen zu binden®'.

Eine wesentliche Rolle bei der Signaltransduktion des LPS Ubernimmt der Toll-like-
Rezeptor (TLR) 4, der 1997 in humanem Gewebe von der Arbeitsgruppe um Janeway
charakterisiert und mit erworbener Immunitat in Verbindung gebracht wurde®. 1998
zeigten genetische Analysen an den beiden Maus-Inzucht-Stammen C3H/HeJ und
C57BL/10ScCr, die einen Gendefekt in der LPS-Antwort aufzeigen, eine Mutation im
TLR4-Gen®®. Zusétzlich stellten TLR4” Mause die bedeutende Rolle des Rezeptors
heraus, da sie keine pathophysiologische Reaktion auf LPS-Stimulation zeigten®*. Bei
Patienten werden Mutationen im Bereich des TLR4-Gens mit einer verminderten
Reaktion auf LPS in Zusammenhang gebracht®. Fiir die Signaltransduktion am TLR4-
Rezeptor werden zwei weitere Proteine, MD-2 und MyD88, bendtigt. MD-2 bildet dabei
mit der extrazellularen Domane von TLR4 einen Komplex, und ermoglicht somit die
Wechselwirkung von TLR4 mit LPS*®. MyD88 ist, mit Ausnahme des TLR-3-
Rezeptors®’, das gemeinsame Adapterprotein aller TLR’s und interagiert direkt mit der
intrazelluldren Doméne bei der Signaltransduktion®®. Dabei gibt es einen MyD88-
abhangigen Signalweg, der fur die Aktivierung proinflammatorischer Zytokine
verantwortlich scheint, und einen MyD88 unabhangigen Signalweg, der die Gene der
Typ | Interferone aktiviert®.

Es ist allgemein anerkannt, dass die inflammatorische Reaktion des Organismus auf
LPS-Stimulation  Gber TLR4  vermittelt  wird. Dabei  spielen  mehrere
Zellen/Zellkompartimente eine Rolle. Eine bedeutende Funktion hat die Zelllinie der
Monozyten/Makrophagen. Unter LPS-Stimulation expremieren sie eine Vielzahl an
bioaktiven Mediatoren, wie beispielsweise IL-1p3, IL-6, IL-8 und TNFo*°. Zudem sind
LPS sensitive Makrophagen, im Gegensatz zu LPS resistenten Makrophagen aus
C3H/HeJ Mausen, in der Lage, einen Endotoxin-Schock zu vermitteln*'. Neben den
immunkompetenten Zellen beteiligen sich auch Zellen des Gefallsystems (Endothel,
Gefalmuskulatur) und epitheliale Zellen an inflammatorischen Prozessen wahrend
schwerer Infektionen*?. Dabei expremieren sie, z.T. nach unterschiedlichen Stimuli,
Zytokine wie IL-1, IL-6 und IL-8 sowie weitere Faktoren wie Prostazyklin, NO

(Stickstoffmonoxid), PAF und Interferone®®4244,
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In einem ARDS Model mittels Aspiration von Salzsaure schien eine Acute Lung Injury
durch IL-6 vermittelt zu sein, wobei dieses via TLR4, jedoch MyD88 unabhangig,
aktiviert wurde**. Im selben Model konnte jedoch eine Hochregulation fiir zahlreiche
proinflammatorische Zytokine, wie zum Beispiel TNFa und IFN-y, nicht gezeigt werden.
In dem hier verwendeten Model der isoliert perfundierten Lunge zeigte sich aber nach
LPS-Stimulation eine vermehrte Bildung und Sekretion fir TNFa*®. Fir IFN-y, ein
wesentliches Zytokin flr angeborene und erworbene Immunitat viraler und bakterieller

Infektionen*"#°

, ist die lokal-pulmonale und zellulare Expression sowie die Regulation
unter LPS-Stimulation bislang erst unvollstdndig untersucht. Aus diesem Grund
versucht die vorliegende Arbeit, einen Beitrag zu den Erkenntnissen uber dieses

Zytokin und seine sich anschlieRende Signalkaskade zu leisten.

1.3 Interferon-y

Interferon-y spielt eine bedeutende Rolle bei der Induktion und Modulation einer
Vielzahl von Immunantworten. Dabei wird die zellulare Antwort auf IFN-y durch seinen
Oberflachenrezeptor (IFN-yR) vermittelt, der Uber Aktivierung verschiedener distaler
Mediatoren zur Regulation IFN-y abhangiger Genexpression fiihrt>°.

Urspranglich vor Uber 35 Jahren als ein antivirales Agens entdeckt, ist IFN-y seither als
ein homodimeres Glykoprotein mit pleiotropen immunologischen Funktionen bekannt®.
Im Jahr 1982 gelang die Isolierung der cDNA des humanen IFN-y®'. Bisher gilt, dass
IFN-y hauptséchlich von aktivierten natiirlichen Killer-(NK)-Zellen®?, von aktivierten NKT-
Zellen®, aktivierten T-Helfer(Th)-Zellen vom Subtyp Th 1°* und von aktivierten
zytotoxischen CD 8*-Zellen des Phanotyps TC1°° produziert wird. Fiir NK und NKT
Zellen ist dariiber hinaus konstitutiv mRNA fiir IFN-y beschrieben®.

Dabei spielt IFN-y eine Rolle bei der Aktivierung von Makrophagen, der Vermittlung
antiviraler und antibakterieller Immunitat, der Verbesserung der Antigenprasentation
uber MHC (major histocompatibility complex) | und Il, der Initierung angeborener
Immunitat, der Koordinierung von Lymphozyten-Endothel-Interaktionen, der
Regulierung des Th1/Th2 Gleichgewichts und der Kontrolle des zellularen Wachstums
und der zelluldren Apoptose®. Im Rahmen der auRergewdhnlichen Komplexitat dieses

Zytokines richtet die vorliegende Arbeit das Augenmerk auf dessen immun- und infekt-
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modulatorische Funktion und versucht den Kenntnisstand Uber die konstitutive
Expression in murinen und humanen Organen sowie die Regulation in LPS-stimulierten
Lungen zu erweitern.

In der Immunantwort spielt IFN-y eine zentrale Rolle, da k.o.-Tiere fur IFN-y, IFN-yR1
und STAT1 (beide essentiell fir die biologische Antwort auf IFN-y) phanotypische
Anomalien im Bereich des lymphatischen Systems zeigen und eine erhdhte Anfalligkeit
gegeniiber bestimmten viralen und bakteriellen Erregern zeigen®®’.

Hardy und Sawada zeigten, dass IFN-y seine eigene Expression in NK Zellen stark
hochregulieren kann®®. Dariiber hinaus ist IFN-y in der Lage, die Oberflachenexpression
seines eigenen Rezeptors zu vermindern®®. IFN-y wird, neben der Autostimulation58,
durch die Zytokine IL-12 und IL-18, teils synergistisch, induziert®. IL-12, ein zentraler

t¢1 wird nach Stimulation von dendritischen Zellen®?,

Regulator der zellularen Immunita
von PMNs und vor allem von Makrophagen sezerniert®'. Dabei wirkt IL-12 direkt auf die
Gen-Transkription®® und Sekretion®' von IFN-y. Im Gegenzug wird IL-12 aktiv durch
IFN-y in Makrophagen und Monozyten induziert®'. IL-18 wird von Makrophagen,
dendritischen Zellen, Osteoblasten, synovialen Fibroblasten® und PMNs produziert®®.
IL-18 kann direkt die Promoterregion von IFN-y regulieren®®, agiert aber bei der
Produktion IFN-y betreffend mit IL-12 synergistisch®”. IL-12 und IL-18 kénnen beide

%889 so dass dies, neben einer direkten LPS-

durch LPS Stimulation expremiert werden
getriggerten Induktion, eine weitere Moglichkeit darstellen kdnnte, die Expression von
IFN-y zu gewahrleisten.

Nach Expression ist IFN-y vor allem in Synergismus mit TNFa und IL-1 in der Lage,
Chemokine wie IP-10, MIP-1a und MIP-13, RANTES und MCP-1 sehr stark zu

induzieren’®""

. Dabei werden diese von verschiedensten Zellen wie Lymphozyten,
Makrophagen, Endothelzellen und anderen sezerniert und sind fur die Chemotaxis von
Lymphozyten und Monozyten verantwortlich. Zusatzlich von Bedeutung fur die
leukozytare-endotheliale Interaktion ist die Hochregulation der Integrin Liganden ICAM-
1 und VCAM-1 auf Endothelzellen durch IFN-y"2. Viele Gene die durch IFN-y induzierbar
sind, kdnnen auch durch TNFa induziert werden, haufig agieren sie dabei synergistisch.
Dem Synergismus dieser beiden Zytokine scheint eine Interaktion zwischen NF-kB und
IRF-1 (ein IFN-y induzierbarer Transkriptionsfaktor) zu Grunde zu liegen’®. Andererseits

scheint IRF-1 auch direkt durch TNFa. aktiviert zu werden™, sowie NF-kB durch IFN-y".
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Im Rahmen des respiratory burst erhdoht IFN-y den mikrobiziden Status von
Makrophagen. Dabei stellte sich der Makrophagen aktivierende Faktor (MAF), der durch
antigen-stimulierte T-Lymphozyten freigesetzt wird, schlieflich als IFN-y heraus’. Bei
der Ausbildung von Sauerstoffradikalen wird die Oxidation ber eine NADPH abhangige
Oxidase vermittelt. Einige Komponenten dieses Flavocytochrom-Enzyms werden Uber
IFN-y direkt oder in Synergie mit TNFo beeinflusst’®. Das instabile Gas NO, ein
intrazellulares Signalmolekil, das neben diversen zellularen Prozessen wie vaskularer
Homeostasis und Neurotransmission auch eine Rolle bei antimikrobieller und antiviraler
Abwehr spielt, wird ebenfalls von IFN-y beeinflusst. Die Regulation von NO-Produkten
durch IFN-y in Makrophagen beinhaltet die transkriptionelle Ko-Induktion von iNOS und
zwei weiteren Enzymen, die in der Synthese von Substraten und Kofaktoren bei der
Produktion von NO eine Rolle spielen’’.

Zusammengenommen koénnten diese Eigenschaften des IFN-y einen erheblichen
Einfluss auf die Migration und Funktion verschiedener Leukozytenpopulationen im
ARDS haben. Damit kann dieses Zytokin ein elementares Stellglied dieser Erkrankung
darstellen. Fur die Fruhphase dieser schwerwiegenden Erkrankung wurde die
Expression von IFN-y im Tiermodel bisher nicht untersucht und konnte weitere
Einsichten in die komplexen Zusammenhange der angeborenen und erworbenen

Immunitat liefern.

1.4 Interferon-y-Rezeptor und Signaltransduktion

20 Jahre nach der Identifikation von IFN-y wurde sein Oberflachenrezeptor entdeckt’®,
der auf nahezu allen kernhaltigen Zellen expremiert wird’”®. Mit 200-25000
Bindungsstellen/Zelle wird der Rezeptor standig und mit wechselnder Rezeptordichte
prasentiert und ist auRerhalb des lymphatischen Gewebes am starksten reprasentiert’®.
Der Rezeptorkomplex, der die komplette biologische Funktion von IFN-y vermittelt,
besteht aus mindestens zwei Ketten. Die a-Kette des IFN-yR, auch bekannt als IFN-yR1
oder CD119, wurde als erste Komponente des Rezeptors identifiziert und kloniert®°.
Obwohl er mit einer relativ hohen Affinitat an IFN-y bindet, ist der IFN-yR1 alleine nicht
in der Lage, die biologische Antwort dieses Zytokins zu vermitteln®'. Um einer Zelle die

Moglichkeit zu geben, auf IFN-y zu reagieren, bendtigt sie zusatzlich die B-Kette des
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IFN-yR, auch bekannt als IFN-yR2%2. IFN-yR1 ist die Rezeptoruntereinheit, deren
Eigenschaft die hohe Affinitat mit Ka = 10° — 10" M des Rezeptors darstellt, wobei es
zu einem Verhaltnis zwischen Rezeptor und Ligand von 2:1 kommt®. IFN-yR2 erhoht
die Affinitat von IFN-yR1 gegenlber seinem Liganden, vermutlich durch Stabilisierung
des Rezeptorkomplexes, spielt aber bei der direkten Ligandenbindung eine
untergeordnete Rolle®. Jedoch ist die B-Kette fiir die Transduktion des IFN-y Signals
obligatorisch®¥®*. Beide Ketten des IFN-y Rezeptors sind Mitglieder der Klasse-II-
Zytokinrezeptoren, die unter anderem tissue factor, den IL-10-Komplex und beide
Ketten des IFN-o. Rezeptors beinhalten®. Wie auch andere Mitglieder dieser Familie
besitzt weder die a- noch die B-Kette eine intrinsische Aktivitat. Spezifische Residuen
innerhalb der zytoplasmatischen Domane sowohl der a- als auch der B-Kette des IFN-
YR sind entscheidend fur die Transduktion des IFN-y Signals von der Zelloberflache bis
zum Kern Uber die Aktivierung intrazelluldrer Signalwege®. Die Signaltransduktion tber
den IFN-yR wird durch JAK1 und JAK2 vermittelt, die zu den Tyrosinkinasen der Janus-
Familie zahlen®”. Diese sind konstitutiv mit spezifischen, membran-proximal gelegenen
Residuen der zytoplasmatischen Domane des IFN-yR assoziiert®”. Dabei bindet JAK1
an den IFN-yR1, wéhrend JAK2 an den IFN-yR2 bindet®®.

Die Bindung des Liganden flhrt zu einer Oligomerisierung des Rezeptors, wobei zwei
IFN-yR1 Ketten an ein IFN-y-Homodimer binden, und im Anschluss zwei IFN-yR2-
Ketten sich an den Komplex anlagern®. Eine IFN-y vermittelte Aggregation seiner
Rezeptorkomponenten bringt die inaktiven JAKs, die mit dem zytoplasmatischen Ende
der a- und B-Kette assoziiert sind, in enge Nachbarschaft zueinander (Abbildung 1).
Einmal so aneinander gelagert, werden die JAKs wechselseitig durch sequentielle Auto-
und Transphosphorylierung aktiviert®’. Aktivierte JAKs wiederum phosphorylieren ein
spezifisches Tyrosinresiduum nahe dem C-terminalem Ende des IFN-yR1 8 (Abbildung
1). Dieses Paar phosphorylierter Tyrosinresiduen (je eines innerhalb der beiden IFN-
yR1 Ketten) ist eingebaut in eine Erkennungsregion, an die STAT1 (ein Mitglied der
Signal Transducers and Activators of Transcription-Familie) Gber seine Src-homologe-2
(SH2) Domane bindet®. Die Koppelung von STAT1 an diese Zielsequenz wird gefolgt
von einer Phosphorylierung durch die rezeptorassoziierten JAKs®' (Abbildung 1).
Einmal phosphoryliert, homodimerisieren zwei STAT1 Proteine Uber wechselseitige
SH2-Phosphotyrosin Interaktion und bilden dabei einen Proteinkomplex der

urspriinglich als GAF (gamma-activated factor) bezeichnet wurde®’. Dieses STAT1-
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Homodimer transloziert dann zum Kern, wo es an eine neun Nukleotide grofle
Konsensussequenz, bekannt als GAS (gamma-activated site), bindet®’. Diese
Bindungsstelle wurde als regulierende Region fur uber 200 Gene identifiziert; folglich
kann die Erkennung dieses Elements durch STAT1 zur Regulation einer Vielzahl von
Genen filhren, die dabei die biologische Funktion von IFN-y vermitteln®°.

Die Signalwirkung uber den IFN-yR kann an den unterschiedlichsten Stellen innerhalb
des Signalweges reguliert werden. Einen Mechanismus stellt die Anpassung der
Rezeptorexpression dar. Die Kontrolle des Expressionslevels von IFN-yR auf der
Zelloberflache wurde als ein Mechanismus diskutiert, Uber welchen eine Zelle seine
Sensitivitat gegeniiber IFN-y verandern kann®. Die Abschwachung des IFN-y Signals
uber diesen Mechanismus wurde durch Unterschiede in der biologischen Antwort von
Zellen entdeckt, die unterschiedliche Mengen von IFN-yR1 expremieren. Daruber
hinaus reagierten ein Teil der IFN-y produzierenden T-Zellen nach Reduktion der

IFN-yR2 Expression nicht mehr auf [FN-y .
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Ligand-induced assembly of IFN-yR complex
and subsequent JAK activation and receptor
phosphorylation

Abbildung 1: Die IFN-y Signalkaskade:
A) Der IFN-YR besteht aus a- und B-Ketten.
JAK1 wird mit IFN-yR1 und JAK2 mit IFN-yR2

konstitutiv assoziiert.

B) Die Bindung von IFN-y an seinen Rezeptor
fiilhrt zur Aggregation der Rezeptor-
komponenten. AnschlieBend kommt es zur
Aktivierung der JAK’s durch Auto- und
Transphosphorylierung. Die aktivierten JAK’s
phosphorylieren daraufhin Tyrosinresiduen

am C-terminalen Ende von IFN«R1.

C) STAT1 Molekiile lagern sich an den
phosphorylierten Rezeptor und werden dann

von aktivierten JAK’s phosphoryliert.

D) Phosphorylierte STAT1 Proteine
homodiomerisieren lber reziproke SH2-
Phosphotyrosin-Interaktion und translozieren
zum Kern, wo sie die Transkription der Gene

regulieren. Abbildung nach Tau et al.*.

1.5 Januskinasen und Signal Transducers and Activators of Transcription

Far die Familie der Januskinasen, die zu den rezeptorassoziierten Tyrosinkinasen
gehoren, sind innerhalb der Sauger vier Mitglieder beschrieben: JAK1, JAK2, JAKS,

Tyk2%. JAKs bestehen aus sieben konservierten JAK-Homologie (JH)-Domanen. Der

Carboxy-terminale Anteil dieser Molekille beinhaltet eine ausgepragte Pseudokinasen-

Domaéane (JH1) und eine Tyrosinkinasen-Domane (JH2)

96
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Beide hier untersuchten Januskinasen werden, ahnlich den Rezeptoruntereinheiten,
ubiquitar expremiert®’. Das erste Indiz, dass die Signaltransduktion von Zytokinen JAKs
beinhalten, kam durch Studien mit Zellen, die einen Defekt bei der Signalibermittiung
von Interferonen aufwiesen®. Der obligate Bedarf zweier JAKs ist sehr gut am Beispiel
der Reaktion auf Interferone beschrieben. Fur die Signaltransduktion von IFN-a/B sind
JAK1 und Tyk2 erforderlich, wahrend IFN-y JAK1 und JAK 2 benétigt®®'%. In mutierten
Zelllinien, denen individuelle JAKs fehlten, zeigte die Abwesenheit von JAK1, dass eine

Aktivierung von Tyk2 nach IFN-a-Stimulation nicht mehr stattfindet®

. Dasselbe gilt fur
JAK2 nach IFN-y-Stimulation'®. Im umgekehrten Fall verhindert das Fehlen von Tyk2
oder JAK2 eine Aktivierung von JAK1 nach entsprechender Stimulation®®. Obwohl
spezifische JAKs mit unterschiedlichen Zytokinrezeptoren assoziiert sind, wird dadurch
keine Spezifitat des Zytokinsignals gewahrleistet. Zum einen aktivieren eine Vielzahl
von Zytokinen JAK1 und JAK2 (z.B. IL-2, IL-4, IL-7, IL-3, IL-5, G-CSF, etc.). Zum
anderen haben Versuche, bei denen die Tyrosinkinasen an verschiedenen Rezeptoren
beliebig ausgetauscht wurden, gezeigt, dass unterschiedliche Kinasen der Janusgruppe
das Signal nicht verdndern'. Dennoch deckten Untersuchungen mit Gendeletions-
modellen charakteristische Defekte in der Signalkaskade auf. So zeigten diese
Versuche, dass JAK 1 eine bedeutende Rolle bei der biologischen Antwort auf die IL-6,
IL-2, und IFN/IL-10 Rezeptorfamilie spielt'®. Die JAK1" Maus hingegen zeigte eine
perinatale Letalitat. Die JAK2”" Maus verstirbt in der Mitte der Gestation (ca. nach 12,5
Tagen), wobei eine unvollstandige Erythropoese zugrunde liegt. Untersuchungen mit
Gewebe aus JAK2™" Lebern zeigten Defekte in der Antwort auf Tpo, IL-3, Mitglieder der
IL-2 Familie und IFN-y, aber nicht bei IL-6 oder IFN-a.'%.

Die Familie der Signal Transducers and Aktivators of Transkription besteht aus sieben
Mitgliedern: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b, STAT6®. Die
biologische Funktion der einzelnen STATs konnte durch die Erzeugung einzelner k.o.-
Mause gut dargestellt werden. Als erstes konnten die k.o.-Mause flur STAT1 gezlchtet
werden. Diese Mause sind lebensfahig und zeigten keine Defekte in ihrer Entwicklung.
Da STAT1 dber IFN-a/B und IFN-y aktiviert wird, fehlten alle physiologischen
Funktionen, die mit Interferonen assoziiert sind. Die Interferone sind dafur bekannt,
Makrophagen zu aktivieren und die wirtsvermittelte Immunantwort auf mikrobielle

Pathogene zu triggern. Das Fehlen von STAT1 fihrte daher zu einer
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aulRergewohnlichen Empfindlichkeit gegenltber viralen Infekten und anderen
Pathogenen®’.

Ahnlich den STAT1-defizienten Mausen sind auch STAT2-k.o.-M&use empfindlicher
gegeniiber viralen Infektionen'®. STAT2 wird nahezu ausschlieRlich von IFN-o/B
aktiviert, was zur Ausbildung des ISGF-3 (IFN-stimulated gene factor-3)-Komplexes
fuhrt, der aus STAT1, STAT2 und p48 besteht. STAT2 spielt dabei eine bedeutende
Rolle bei der biologischen Antwort auf IFN-a. Mausen, denen das STAT2 Protein fehlt,
sind ebenso wie STAT1-defiziente Mause lebensfahig und entwickeln sich ohne
phanotypische Auffalligkeiten'®.

Im Gegensatz zu allen anderen Mitgliedern der STAT-Familie hatte die Entfernung von
STAT3 embryonale Letalitat zur Folge'®. Zusatzlich wird STAT3 durch eine groRe
Anzahl von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und anderen Stimuli aktiviert'®. Diese und
andere Ergebnisse fuhrten zu der Hypothese, dass STAT3 eine Art Ur-STAT darstellen
kénnte. Um dennoch Untersuchungen an ausdifferenzierten Geweben durchfihren zu
konnen, wurde das STAT3 Protein fur einzelne Gewebe oder Zellpopulationen in
Méausen entfernt. So geschehen fiir Makrophagen'?’, zeigten diese Tiere eine gréRere
Anfalligkeit gegenuber dem  Endotoxinschock bei  gleichzeitig  erhdhten
Serumkonzentrationen flur TNFa, IL-6, IL-1B, und IFN-y. Die STATS3-defizienten
Makrophagen antworteten dabei auf Endotoxin mit einer Uberhéhten Produktion von
inflammatorischen Zytokinen und einer gesteigerten Expression von MHC II-Molekulen.
Die gesteigerte Aktivitat der Makrophagen fuhrte bei den fur STAT3 mutierten Tieren
zur Ausbildung einer chronischen Enterokolitis mit erhdohter IFN-y Produktion. Weitere
Untersuchungen an konditionellen k.o.-Tieren wurden fur T-Zellen'®®, die Haut'® und
Brustdriisen'® durchgefilhrt. Dabei zeigte sich, dass STAT3 an einer Vielzahl
physiologischer Prozesse beteiligt ist und dabei anscheinend zu gegensatzlichen
biologischen Antworten fiihrt. Uberdies scheint STAT3 eine Schliisselrolle bei der
Pathogenese verschiedener Krebsarten einzunehmen, was es zu einem interessanten
Ziel fir mogliche Therapien werden lasst'''. Die biologische Bedeutung der STAT-
Familie konnte durch die Erzeugung von k.o.-Mausen aufgezeigt werden. Da Zytokine
in vielerlei Hinsicht in Immundefekte und Erkrankungen involviert sind, gewinnen folglich
ihre Signalproteine, hier die STAT Familie, an Bedeutung. Bis heute ist die zellulare
Expression der hier untersuchten JAK/STAT-Proteine in Lungengewebe weitestgehend

unbekannt. Ebenso gilt dies flr die pulmonale Regulation des IFN-y-Rezeptors mit
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seiner Signalkaskade nach LPS Stimulation. Somit versucht diese Arbeit, weitere

Einblicke in intrazellulare Regulation und Aktivierung zu ermaoglichen.

1.6 Fragestellung

Bislang existieren nur unvollstandige Untersuchungen Uber ein spezies- (Tier und
Mensch) sowie organ- und zelltyp-spezifisches Expressionsmuster von IFN-y und
dessen assoziierten Signalkomponenten. Darlber hinaus lassen die dargelegten
Eigenschaften und Funktionen die Hypothese zu, dass IFN-y mit seinem
Rezeptorkomplex, den Tyrosinkinasen und Transkriptionsfaktoren ein zentrales
Stellglied im Verlauf eines ARDS darstellen konnte. Um einen Erkenntnisbeitrag zu
diesen Sachverhalten zu leisten widmet sich die vorliegende Arbeit der Darstellung
eines spezies-Ubergreifenden und zelltyp-spezifischen Expressionsmusters der
beschriebenen Mediatoren. Ferner sollen diese Ergebnisse als Grundlage dienen, die
zelltyp-spezifische Regulation dieser Proteine in einem Modell der isoliert-perfundierten
und LPS exponierten Rattenlunge zu analysieren, um somit zum Verstandnis der
pathogenetischen Zusammenhange der ARDS Entstehung beizutragen. Um dieses Ziel
zu erreichen wurden folgende Fragestellungen formuliert und bearbeitet.

1. Kann eine Kkonstitutive, speziesubergreifende Expression von IFN-y, seinem
Rezeptorkomplex und den sich anschlielenden signaltransduzierenden
Komponenten in zentralen Organsystemen von Ratte und Mensch nachgewiesen
werden?

2. Findet sich eine organbezogene, zellulare Kompartimentierung dieser
Komponenten?

3. Zeigen sich zwischen dem Expressionsmuster der Ratte und dem des Menschen
organ- und zelltyp-spezifische Unterschiede?

4. Welche zellularen Veranderungen des pulmonalen Expressionsmusters von IFN-y,
seinem Rezeptor und deren signaltransduzierenden Proteinen treten nach LPS-
Exposition im Modell der isoliert-perfundierten Rattenlunge ein?

5. Haben Plasmafaktoren (z.B. sCD14 und LBP) einen Einfluss auf die Regulation der
hier untersuchten Proteine in isoliert-perfundierten und LPS-exponierten

Rattenlungen?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Versuchsmaterial

Als Versuchstiere fur das Modell der isoliert-perfundierten Lunge wurden CD-Ratten
(Sprague Dawley) mit einem durchschnittlichen Korpergewicht von 350-400 Gramm
verwendet, die von Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bezogen wurden. Die
Vorgehensweise bei den Tierversuchen orientierten sich streng an den Richtlinien des
nationalen amerikanischen Instituts fiir Gesundheit '*2.

Insgesamt wurden 65 Rattenlungen untersucht. Funf Rattenlungen wurden unbehandelt
als physiologische Proben entnommen und kurz blutfrei gespult. Alle weiteren Lungen
wurden im isolierten Lungenmodell jeweils Uber ein und zwei Stunden mit Pufferldsung
perfundiert (siehe Kapitel 2.2.1). Neben den Lungen wurden weitere Organe
entnommen. Zu diesen zahlten die Glandula submandibularis, Magen, Duodenum,
Leber, Pankreas, lleum, Kolon, Milz, Thymus, Trachea, Herz und Haut. Von jedem
Organ wurden Gewebeproben aus funf unterschiedlichen Tieren untersucht.

Die Gewebeproben der humanen Lungen stammten aus Resektaten von Patienten mit
Tumorerkrankungen, denen aus therapeutischen Grunden Gewebeproben enthommen
wurden. Das hier untersuchte Lungengewebe wurde aus tumorfernen Arealen
entnommen und auf Entzindungsfreiheit sowie morpholgische Unversehrtheit hin
untersucht.

Die humanen Proben von Magen, Kolon, Milz, Haut und Trachea stammten teils aus
Sektionsmaterial, teils aus Operationsmaterial, und ebenfalls aus Geweberegionen
ohne pathologisch feststellbare Veranderungen. Fir jedes Organ wurden zwischen drei

und sieben Patientenproben untersucht.

2.1.2 Reagenzien

Der polyklonale IFN-y Antikorper wurde von Biosource International (Camarillo, CA)
bezogen. Die polyklonalen Antikorper gegen IFN-yR1, IFN-yR2, JAK1, JAK2, STAT1,
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STAT2 und STAT3, wurden von Santa Cruz Biotechnologie, Inc. (Santa Cruz, CA, USA)
bezogen. Die monoklonalen anti-Phospho-STAT1 und anti-Phospho-STAT3 stammten
von Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY, USA).

Der IFN-y Antikorper ist gegen naturliches und rekombinantes IFN-y von Ratte und
Maus sowie humanes IFN-y gerichtet (vom Hersteller nicht naher spezifiziert).
Anti-IFN-yR1 richtet sich gegen die Aminosauren 23-42 am N-terminalen Ende,
anti-IFN-yR2 gegen die Aminosauren 312-331 am C-terminalen Ende. Der Antikdrper
gegen JAK1 richtet sich gegen die Aminosauren 270-375 des N-Terminus, der gegen
JAK2 bindet eine innere Domane von JAK2 (vom Hersteller nicht naher spezifiziert).
Anti-STAT1 richtet sich gegen die Aminosauren 688-710 und anti-STAT3 gegen die
Aminosauren 750-769 des C-Terminus, anti-STAT2 gegen die Aminosauren 7-26 der
terminalen  Stickstoffgruppe.  Anti-Phospho-STAT1  korrespondierte  mit den
Aminosauren 718-730, anti-Phospho-STAT3 mit den Aminosauren 718-729 der
terminalen Carboxylgruppe.

Samtliche hier verwendeten Antikdrper wurden bereits in zahlreichen Arbeiten
verwendet und verdffentlicht. Nachzusehen sind diese Veroéffentlichungen auf den
Internetseiten der jeweiligen Hersteller (Biosource International: www.invitrogen.com;
Santa Cruz Biotechnologie: www.scbt.com; Upstate Biotechnology: www.millipore.com).
Exemplarisch sollen hier zwei wesentliche Arbeiten fur IFN-y zitiert werden. Zum einen
die Arbeit von Van der Meide et al.,, in der die Herstellung des polyklonalen
IFN-y-Antikorpers zur Charakterisierung von rekombinantem IFN-y aus der Ratte
beschrieben wird'"®. Zum anderen die Arbeit von Ljungdahl et al., in der dieser
polyklonale Antikdrper mit sieben anderen monoklonalen eingesetzt wird'™, um IFN-y
im zentralen und peripherem Nervengewebe nachzuweisen.

Als Sekundarantikorper wurden ein mit Peroxidase markierter Ak der Firma Rockland
(Gilbertsville, USA) und ein mit alkalischer Phosphatase markierter Ak der Firma Leinco
Technologies, Inc (Ballwin, USA) verwendet.

Die Substrat Kits (VectorRed®, TMB) wurden von Vector Laboratories, Inc.
(Burlingame, USA) bezogen. Alle weiteren Chemikalien stammten von den Firmen

Merck (Darmstadt, Deutschland) und Sigma (Deisenhofen, Deutschland).
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2.1.3 Technische Gerate

Die Gewebeproben wurden mit einem Kryostaten (CM 3050) der Firma Leica (Wetzlar,
Deutschland) geschnitten. Die semiquantitative Auswertung fand an einem Mikroskop
(DMRXA) der Firma Leica (Wetzlar, Deutschland) statt. Mit einer Scanningcamera
(Micro Lumina) der Firma Leaf (Tempe, AZ, USA) wurde die Photodokumentation

durchgefuhrt und anschliel3end serverseitig gespeichert und digital verarbeitet.

2.2 Methoden

2.2.1 Praparation

Die Technik der isolierten, perfundierten Kaninchenlunge ist ein etabliertes und schon
regelhaft angewendetes Verfahren'"®. In den Arbeiten von Ermert et al.*®*'"® wurde das
Modell modifiziert und auf Rattenlungen Ubertragen. Die Versuche an den Rattenlungen
wurden im Rahmen weiterer Dissertationen durchgefuhrt (A. Althof, M. Merckle, JLU-
Gielden).

Funf Rattenlungen wurden fur ca. 5 Minuten perfundiert, um das Blut auszuwaschen.
Weitere 60 Lungen wurden flr ein bzw. zwei Stunden ohne oder mit Dosen von
50 ng/ml, 1 yg/ml oder 10 ug/ml Lipopolysaccharid (LPS) des Bakteriums Salmonella
abortus equi perfundiert (n=5/Gruppe). In zusatzlichen Lungenversuchen wurde, bei
sonst identischen Versuchsbedingungen, zusatzlich 1,5%-iges Plasma ins
Pufferperfusat appliziert (n=5/Gruppe). Nach Versuchsende wurden die Lungen mit
Tissue Tek (Sekura Firetek, Zoeterwoude, NL) instilliert und in flissigem Stickstoff
eingefroren. Im Anschlul® wurden die Objekte im Kryostaten bei minus 20° C zu ca. ein
Mal ein Zentimeter gro3en Blocken prapariert. 10 um dicke Kryostatschnitte wurden auf
Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager aufgebracht und bis zur immunhistologischen
Aufarbeitung bei minus 80° C gelagert.

Die Entnahme der Rattenorgane erfolgte parallel zur Praparation der Lunge. Die
Organe wurden nach Entnahme in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Nach Aufblocken in
Tissue Tek wurden Schnitte mit einer Dicke von 10 um angefertigt und bis zur Farbung

bei minus 80° C gelagert. Mit den humanen Proben wurde in gleicher Weise verfahren.
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Von jeder Gewebeprobe wurde ein Schnitt mit Hamalaun und Eosin (Technik nach

Romais) gefarbt und begutachtet.

2.2.2 Immunhistologie

Die im Nachfolgenden beschriebene Technik wurde flr die zu untersuchenden Proben
modifiziert. Das immunhistologische Verfahren wurde bereits in mehreren Studien
erfolgreich eingesetzt und wurde fur die vorliegende Arbeit entsprechend
angepasst“e;”s;m.

Von jeder Probe wurde pro Antikorper ein Schnitt gefarbt. Die Konzentrationen und
Farbezeiten wurden durch entsprechende Vorversuche ermittelt. Die Konzentration des
Primarantikorpers lag zwischen 1:50 und 1:1200, die des mit alkalischer Phosphatase
markierten Sekundarantikdrpers bei 1:2000, die des mit Peroxidase markierten bei
1:10000. Die Farbezeit fur VectorRed®© lag zwischen 30 und 60 Minuten, die fur TMB
zwischen 6,5 und 9 Minuten.

Die Schnitte der Rattenlungen wurden in 3%-igem Paraformaldehyd fur funf, die
restlichen Gewebeschnitte fur zehn Minuten fixiert. Im Anschluss an 3 mal 5 Minuten
Waschen im Spulpuffer (PBS: 0,01 M, 150 mM NaCl, pH 7,6) wurden die Schnitte fur 15
Minuten mit 1%-igem Triton behandelt. Zur Blockade unspezifischer Bindungen erfolgte
eine 30 minutige Inkubation mit 5%-igem Serum (Verdinnungsmedium: PBS + 1% BSA
+ 0,05% Tween-20). Der Primarantikorper wurde in den verschiedenen Konzentrationen
mit dem Verdlinnungsmedium Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden
die Objekte gewaschen und der Sekundarantikdrper in der entsprechenden
Konzentration mit dem Verdlinnungsmedium inkl. 1% Serum des Sekundarantikorper-
Wirtes Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am dritten Tag wurden die Schnitte mit dem
entsprechenden Substrat-Kit entwickelt, nachdem sie zuvor 3 mal 5 Minuten
gewaschen wurden. Um die endogene alkalische Phosphatase zu blockieren, wurden
2,5 mM Levamisol der VectorRed© Losung beigefugt. Im Anschluss erfolgte eine
Kerngegenfarbung mit Methylgran.

Um die endogene Peroxidase zu blockieren wurden die Objekte nach dem
Permeabilitationsschritt mit 2%-iger Wasserstoffperoxidlésung flr eine halbe Stunde
behandelt. Zur Entwicklung wurde ein TMB-Kit verwendet. Zum besseren Kontrast

wurde hier mit Kernechtrot gegengefarbt.
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Zur Kontrolle jeder Farbung wurden zwei Schnitte mitgefihrt, einer ohne Primar-
Antikorper, um die spezifische Bindung des Sekundar-Antikdrpers zu belegen, der
andere ohne Antikdrper, um die komplette Blockade der endogenen alkalischen

Phosphatase bzw. der endogenen Peroxidase zu zeigen.

2.2.3 Auswertung

Zu Beginn wurde fur jedes Organ die zu beurteilenden Strukturen festgelegt. Zur
Bewertung der Farbung wurde eine Skala von funf Stufen festgelegt (0 = keine
Farbung, 1 = schwache Farbung, 2 = mittlere Farbung, 3 = starke Farbung, 4 = sehr
starke Farbung). Die Ubersichtsauswertung am Mikroskop erfolgte zundchst mit
hundertfacher Vergroflerung. Die einzelnen Zelltypen wurden morphologisch
zugeordnet und mindestens funf korespondierende Strukturen wurden ausgewertet,
wobei, z.B. fur AM und Endothelzellen, im Maximum eine tausendfache Vergrélierung
eingesetzt wurde. Die Ergebnisse wurden in Tabellen gelistet und fur jede Struktur der
Mittelwert und die Standardabweichung berechnet. Fiur die Strukturen der Lungen
wurden Diagramme angelegt, um den Verlauf der Farbung unter LPS zu
dokumentieren. Abschlielend wurden die einzelnen Proteinexpressionen miteinander

verglichen und dokumentiert.

2.2.4 Dokumentation

Zur Bilddokumentation der gefarbten Strukturen wurden die unter Kapitel 2.1.4
erwahnten Mikroskope und Kameras verwendet. Auflosung, Belichtung, Zoom und Filter
wurden standardisiert verwendet. Jedes Bild wurde mit einem Metadatensatz (Datum,
Spezies, Organ, Struktur, Antikorper, Farbetechnik, Schnittbezeichnung, Mikroskop,
Vergroflerung, Zoom, Belichtung, Filter, Kamera und Auflésung) versehen und in einer
Bilddatenbank archiviert. Insgesamt wurden fir jedes untersuchte Protein ca. 150
Schnitte fur die Rattenorgane und ca. 60 Schnitte fur das humane Gewebe angefertigt.
Die dort gesichteten Ergebnisse wurden mit ca. 250-300 Bildern pro Protein

dokumentiert.
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2.2.5 Statistik

Die statistischen Tests wurden mit dem Programm SAS ausgefuhrt. Die Daten wurden
nach Kolmogorov-Smirnov und Shapiro-Wilk auf Normalverteilung getestet und der
exakte Test fur die Rangkorrelation nach Spearman berechnet und auf Signifikanzen (P
< 0.05) geprduft.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Methodische Kontrollen

Auf Grund der mitgeflhrten Antikérper-Kontrollpraparate (Kapitel 2.2.2) konnten in den
untersuchten Geweben unspezifische Farbungen und Hintergrundfarbungen

(Background) soweit vorhanden differenziert und ausgeschlossen werden.

3.2 Konstitutive immunhistologische Lokalisation von IFN-y, den Rezeptor-
untereinheiten o und B, den Tyrosinkinasen JAK 1 und JAK2, sowie den
Transkriptionsfaktoren STAT 1, STAT2 und STAT3 in zentralen

Organsystemen

Im Folgenden werden die Begriffe ,keine Farbung, schwach, mittel, stark und sehr
stark” gemal} der in ,Material und Methoden Kapitel 2.2.3" beschriebenen numerischen

Zuordnung der Farbintensitaten verwendet.

3.2.1 Kardio-pulmonales System

Das Trachealepithel der Ratte (Tabelle 1, S. 30) zeigte eine starke bis sehr starke
Farbeintensitat fur alle Marker. Besonders im Bereich von Trachealdrisen und Knorpel
war eine meist starke Farbung zu beobachten. Die Gefallmuskulatur und die glatte
Muskulatur der Trachea blieben ohne Farbung. Das Gefalkendothel war, mit Ausnahme
einer schwachen Farbung der Rezeptoruntereinheit a, mittel bis stark gefarbt.
Tracheale Nervenfasern wiesen keine Farbung fur das Zytokin auf, wahrend bei den
ubrigen Markern eine deutliche Farbung zu erkennen war.

Das gesamte Bronchialepithel der Rattenlunge (Tabelle 3, S. 31; Abb. 1 bis 5, S. 60)
zeigte eine starke Farbung und war damit im Durchschnitt etwas schwacher als das
respiratorische Oberflachenepithel der Trachea gefarbt. Zudem schwachte sich die
Farbeintensitat fur IFN-y in Richtung distaler Bronchien ab. Die Bronchialmuskulatur

(Abb. 1, S. 60) war entweder sehr schwach oder gar nicht gefarbt. Das dem
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Bronchialsystem assoziierte lymphatische Gewebe (bronchiatic assosiated lymphatic
tissue = BALT, Abb. 1, S. 60) zeigte eine zumeist schwache aber deutlich sichtbare
Farbung. Bei den Makrophagen innerhalb des Alveolarraumes (Abb. 5, S. 60) ebenso
wie bei den einzelnen Zellen in Septum (Abb. 5 60) war eine starke Farbeintensitat zu
beobachten. Eine Ausnahme stellt IFN-y dar, bei dem die Alveolarmakrophagen eine
schwachere Intensitat prasentierten als einzelne Zellen im Septum. Diese konnten flr
eine abschlieRende Zuordnung nicht hinreichend differenziert werden, entsprachen
aber nach Lage, Grof3e und Morphologie am ehesten alveolaren Typ Il-Zellen. Das
Septum wies eine gleichmalige, sehr schwache Farbung fur alle Markerproteine auf.
Zur besseren Differenzierung der pulmonalen Strombahn wurden Venen, Arterien und
teilmuskularisierte GefaRe der Rattenlungen getrennt begutachtet. Die hier als
teilmuskularisiert bezeichneten Gefalde entsprechen den pra- bzw. postkapillaren
Kapazitatsgefalien.

Die Gefallmuskulatur der Arterien (Abb. 5, S. 60) war nicht gefarbt. Die der
Kapazitatsgefalte (Abb. 9, S. 60) hingegen zeigte eine schwache Farbung samtlicher
Marker. Die Muskelzellen der grol3en Hilusvenen (Abb. 9, S. 60), die bei der Ratte
strukturell mit den Herzmuskelzellen verwandt sind und die Vena pulmonalis in das
Lungenparenchym begleiten, waren ebenfalls schwach positiv. Innerhalb des
GefalRendothels, das durchweg schwach bis mittel gefarbt war, zeigte sich eine
Zunahme der Immunreaktivitat in Richtung der Kapazitatsgefalle (Abb. 5, S. 60).
Ausgenommen hiervon war IFN-yR1, das fur alle Gefallendothelien schwach gefarbt
war. Auch zeigten Edothelzellen fur die aktivierten Formen p-STAT1 und p-STAT3 eine
deutlich geringere Farbeintensitat.

Die humane Trachea (Tabelle 4, S. 32) zeigte ein Farbemuster, das schwacher, aber
ahnlich dem der Ratte war. Wahrend das Trachealepithel eine starke Farbung aufwies,
nahm die Intensitat flir Trachealdriisen und Knorpel ab (Abb. 17, S. 60). IFN-y, IFN-yR2
und JAK1 waren in Trachealknorpelzellen nicht zu detektieren. Die Trachealmuskulatur
und die GefalRmuskulatur blieben, ebenso wie bei der Ratte, ohne Immunreaktion.
Innerhalb des Endothels stellten sich R1 und STAT1 ohne, R2 mit einer schwachen
Farbung dar. Die Ubrigen Marker waren fur das Endothel zumeist stark gefarbt.

Das humane Bronchialepithel (Tabelle 6, S. 33; Abb. 9, S. 60) war deutlich gefarbt, mit
einer tendenziellen Abschwachung in Richtung peripherer Bronchien. Die

Bronchialmuskulatur zeigte keine Farbung. Im Gegensatz zur Ratte war bei humanen
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Proben das lymphatische Gewebe in der nahe der Bronchien kaum bis gar nicht
gefarbt. Alveolarmakrophagen und einzelne Zellen im Septum hingegen prasentierten
eine starke Farbereaktion (Abb. 13, S. 60). Die Zellen der alveolaren Septen waren sehr
schwach detektiert. Die Muskulatur der groRBen Gefalle war blank, die der
teilmuskularisierten schwach oder gar nicht gefarbt (Abb. 15 und 16, S. 60). Das
Endothel der groBen und teilmuskularisierten Gefalle zeigte fur die
Rezeptoruntereinheiten sowie den Transkriptionsfaktor STAT1 schwache bis gar keine
Farbung, die anderen Marker waren mittel bis stark sichtbar(Abb. 15 und 16, S. 60). Die
Herzmuskulatur und das Kapillarendothel des Endocards von Ratte und Mensch
zeigten eine schwache bis keine Farbung (Tabelle 2, S. 30; Tabelle 5, S. 32; Abb. 21,
S.61).

3.2.2 Gastro-Intestinal-Trakt

Das Stratum basale des Oesophagus (Tabelle 7, S. 34; Abb. 22, S. 61) zeigte eine zum
Teil schwache Farbung fur alle Marker. Eine ahnliche Farbeintensitat prasentierte das
Drisenepithel des Magens. Beim Oberflachenepithel war meist eine starkere
Farbereaktion zu beobachten (Abb. 21, S. 61). In der Tunica muscularis konnte keine
Detektion nachgewiesen werden. Die Ganglien zeigten ein sehr homogenes
Farbemuster von mittlerer bis starker Intensitat. Innerhalb des Duodenums war das
Oberflachenepithel im Durchschnitt am starksten gefarbt (Abb. 21, S. 61). Becherzellen
und Brunner-Driusen fielen in ihrer Intensitat ab. Die Tunica muscularis war nicht
gefarbt, die Ganglien schwach bis stark. Das lleum prasentierte sich in der Tendenz wie
das Duodenum. Dennoch war der Unterschied zwischen Oberflachenepithelien und
Drusenepithelien nicht ganz so deutlich (Abb. 25, S. 61). Die Peyer Plaques, Vertreter
des lymphatischen Gewebes, zeigten, ebenso wie die Tunica muscularis, keine
Farbung. In diesem Abschnitt des Dinndarms waren die Ganglien am schwachsten
aber dennoch deutlich angefarbt. Das Colon zeigte fir den ganzen Gastro-Intestinal-
Trakt die starkste Immunreaktion (Abb. 25, S. 61). Oberflachenepithelien und
Driusenepithelien wiesen sehr starke Intensitaten auf. Nur fur IFN-y waren die
Becherzellen schwacher detektierbar als die Epithelien der Oberflache. Auch die
Ganglien zeigten in diesem Bereich die deutlichste Farbung. Die Tunica muscularis war,

wie im gesamten Magen-Darm-Trakt, nicht gefarbt. Ebenso zeigte die glatte Muskulatur
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der Gefalte keine Farbung. Das Endothel war innerhalb des gesamten GIT einerseits
mittel bis stark, andererseits fur R1 und STAT1 nicht gefarbt. Der humane Magen
(Tabelle 8, S. 35; Abb. 25, S. 61) zeigte ein ahnliches Expressionsmuster wie der
Magen der Ratte. Jedoch war der Unterschied zwischen den Oberflachenepithelien und
den Drisenepithelien nicht ganz so deutlich. Beide Strukturen waren schwach bis mittel
gefarbt. Der Ratte entsprechend war die Tunica muscularis ohne Detektion. Die
Ganglien prasentierten sich inhomogen. Das Zytokin war nicht gefarbt, JAK1 schwach,
alle anderen deutlich. Beim Duodenum war eine schwachere Farbeintensitat, sowohl im
Vergleich zur Ratte, als auch zum humanen Magen, zu beobachten. Oberflachen- und
Drusenepithel, sowie Brunner-Drisen unterschieden sich nur marginal. Sie besalien
meist eine schwache aber gut sichtbare Farbung. Die Tunica muscularis war nicht
gefarbt. Innerhalb der Ganglien war eine schwache bis mittlere Farbung zu sehen. Auch
im humanen Gastro-Intestinal-Trakt prasentierte sich das lleum mit der durchschnittlich
schwachsten Farbeintensitat. Sowohl das Oberflachenepithel als auch das
Driusenepithel waren schwach, aber deutlich sichtbar gefarbt. Ausnahme war R1,
welches im Drusenepithel nicht detektiert werden konnte; ebenso die lymphatischen
Strukturen und die Tunica muscularis. Bei den Ganglien war, mit Ausnahme von
STAT2, eine schwache bis mittlere Farbung zu sehen. Im Kolon war fir den humanen
Magen-Darm-Trakt die starkste Farbeintensitat zu sehen (Abb. 25, S. 61). Das
Oberflachenepithel war zumeist stark gefarbt, die Drusenepithelien im Durchschnitt
etwas schwacher. Nur IFN-y und R2 waren fur diese Strukturen mit schwacher
Farbeintensitat zu beobachten. Die Tunika muskularis war, wie im gesamten
Organsystem, ohne Farbung. Die Ganglien des Kolons zeigten von schwacher bis sehr
starker Farbung jede Auspragung. Im gesamten Organsystem konnte kein Nachweis
der Proteine in der GefalBmuskulatur gefuhrt werden. Das Endothel war mit Ausnahmen
zweier Proteine deutlich gefarbt. R1 war ganzlich nicht detektierbar, STAT1 nur

schwach.

3.2.3 Speicheldriisen und Pankreas

Die Glandula submandibularis (Tabelle 9, S. 36; Abb. 29, S. 61) zeigte fur die
Ausflhrungsgange mittlere bis starke Farbeintensitaten, fur den mukdsen Anteil

schwache bis mittlere und fir den serésen keine bis schwache Farbungen aller
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Proteinmarker. Auffallig waren einzelne Zellen innerhalb der Speicheldriise, die eine
starke Farbereaktion fur das Zytokin zeigten. Sie waren morphologisch von den
umgebenden Zellen nicht zu differenzieren. Der serdse Anteil des Pankreas zeigte ein
schwaches Farbemuster, mit einer Licke bei STAT1. Die Langerhans’schen Inselzellen
wiesen fur die Transkriptionsfaktoren und die Rezeptoruntereinheit 2 eine starkere
Farbung auf und konnten somit gut vom umgebenden Gewebe abgegrenzet werden
(Abb. 29, S. 61). Innerhalb der Inseln zeigten sich fur IFN-y, R1 und vor allem far
STAT1 einzelne Zellen mit deutlicher Farbereaktion (Abb. 29, S. 61). Sie waren
morphologisch von den umgebenden Zellen nicht zu unterscheiden. Die Gangepithelien
des Pankreas zeigten schwache bis starke Farbungen (Abb. 29, S. 61).

Innerhalb dieser Organgruppe konnten flir humanes Material keine Speicheldrisen
asserviert werden. Die histologischen Anteile des Pankreas waren nicht bzw. nur
schwach positiv, mit Ausnahme einzelner Zellen innerhalb der Langerhans‘schen Inseln
(Tabelle 10, S. 37; Abb. 33, S. 61). Dort zeigten IFN-y, R2, STAT1 und STAT3 eine
starke bis sehr starke Farbeintensitat. R1 und STAT2 hingegen waren nicht gefarbt. Die
Gangepithelien stellten sich inhomogen dar und konnten nicht eindeutig beurteilt
werden. Beide Tyrosinkinasen sowie R2 und STAT3 zeigten eine Farbung, die Ubrigen

Marker waren nicht nachweisbar.

3.2.4 Leber

Die Leber (Tabelle 9, S. 36; Abb. 33, S. 61) zeigte ein homogenes Farbemuster.
Hepatozyten, Kupffer Zellen und die Epithelien der Gallengange waren meist schwach,
selten starker gefarbt. FUr die Gangepithelien fehlte die Farbung von STAT1. Die
Gefalmuskulatur zeigte keine bis maRige Farbereaktionen. Das Endothel war schwach
bis stark gefarbt, aulRer R1, der keine Farbung aufwies.

Das humane Gewebe zeigte fur die Leber ein ahnliches Farbemuster, von schwacherer
Intensitat. JAK1 und STAT1 waren dabei nicht gefarbt.

Auch die GefalBmuskulatur zeigte keine Farbereaktion. Das Endothel war mittel bis
stark gefarbt, auler JAK1, STAT1 und STATS3, die keine Farbung aufwiesen.
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3.2.5 Retikulo-endotheliales System

Innerhalb des Retikolo-endothelialen Systems (Tabelle 11, S. 38) zeigten die Strukturen
der Milz far alle Marker groften Teils eine schwache Farbung. Die Strukturen des
Thymus waren schwach bis gar nicht gefarbt. Vor allem der Rezeptorkomplex war nicht
zu detektieren. Ausnahme bei beiden Organen stellten einzelne Zellen dar, die starke
bis sehr starke Farbungen aufwiesen (Abb. 33 und 35, S. 61). Sie waren gleichmalig
uber beide Organe verteilt und besal3en dieselbe mononukleare Kernstruktur wie die sie
umgebenden Zellen. Sie waren auf Grund ihrer Lokalisation und uniformen Morphologie
nicht naher zu differenzieren. Die Gefalimuskulatur zeigte fur dieses Organsystem
keine Farbung. Das Zytokin sowie R2, JAK1 und STAT3 waren beim Endothel positiv
gefarbt. Die Ubrigen Marker zeigten keine positive Detektion.

Die humane Milz (Tabelle 12, S. 38) prasentierte sich ahnlich der Rattenmilz. Die
meisten Strukturen waren schwach bis gar nicht gefarbt. Die einzelnen Zellen stellten
mit starker bis sehr starker Farbung die Ausnahme dar (Abb. 37, S. 61). Die
Gefalmuskulatur war ohne Farbung, ebenso das Endothel, mit Ausnahme von JAK2
und STATS3, die stark gefarbt waren.

3.2.6 Haut

Im Stratum basale der Haut (Tabelle 13, S. 39) konnte eine schwache bis mittlere
Farbung, mit Ausnahme der negativen Rezeptoruntereinheit 1, detektiert werden.
Talgdrisen und Follikelepithelien zeigten hingegen, auler bei JAK1, eine starkere
Farbeintensitat (Abb. 37, S. 61).

Die Farbungen des Stratum basale der humanen Haut (Tabelle 14, S. 39; Abb. 37, S.
61) erwiesen sich fur einige Antikérper um ein bis zwei Stufen intensiver. Eine
Ausnahme bildete R2, welcher keine Farbung zeigte. Follikelepithelien und Talgdrisen
des Menschen verhielten sich in der Immunhistologie ahnlich dem Farbemuster der
Ratte. Somit konnte die Zunahme der Farbung vom Stratum basale in Richtung

Follikelepithel auch bei den humanen Hautproben beobachtet werden.
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3.3 Regulation von IFN-y, seinem Rezeptor, den Kinasen und Transkriptions-

faktoren in isolierten, LPS-stimulierten Rattenlungen

3.3.1 Kontrollgruppen

Die zehn unbehandelten Kontrollungen zeigten fur samtliche Marker nahezu keine
Unterschiede in ihrer basalen Ausgangsintensitat im Vergleich zu den plasma-
perfundierten Kontrolllungen (kein LPS, 2h Versuchsdauer). Die Gruppe ohne Plasma
zeigte tendenziell in einigen Zellen fur alle Marker eine geringfligig schwachere, die mit
Plasma eine geringfugig starkere Farbung. Diese Unterschiede konnten jedoch nicht als

statistisch signifikant identifiziert werden.

3.3.2 Expression von IFN-y nach LPS-Stimulation

Fur das distale Bronchialepithel war nach Stimulation mit LPS ohne Zusatz von
Plasmafaktoren eine geringfligige Abnahme der Farbeintensitat zu erkennen, die
statistisch keine Signifikanz zeigte. Jedoch konnte fur dieselbe Struktur unter
Stimulation mit Plasmazusatz und LPS eine Abnahme der Farbeintensitat beobachtet
werden, welche nach einstindiger Stimulation mit 1 pg/ml LPS eine statistische
Signifikanz aufwies (Abb. 41, S. 62). Ein Abfall der Farbung war fir
Alveolarmakrophagen nach 2h Stimulation mit 10 pg/ml LPS, Plasmafaktoren
unabhangig zu sehen, die statistisch keine Signifikanz zeigten (Abb. 41, S. 62). In den
ubrigen Zellen fanden keine relevanten Veranderungen nach LPS Exposition statt.
Mittelwerte aller Gruppen fur IFN-y siehe Tabelle15 (S. 40) und Tabelle 16 (S. 41).

3.3.3 Expression des IFN-y Rezeptor nach LPS-Stimulation

Die Rezeptoruntereinheit 1 zeigte fur alle Gruppen stimulierter Lungen mit
Plasmazusatz eine tendenziell leichte Zunahme der Immunreaktion fur samtliche
Endothelien. Fur die Rezeptoruntereinheit 2 nahmen nur Zellen des BALT an Intensitat
zu. Fur die Gruppen ohne Plasma war ein kontinuierlicher Anstieg mit seinem Maximum

an Farbeintensitat nach 2h Stimulation mit 10 ug/ml LPS zu erkennen. Fur die Gruppen
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mit Plasma erreichte die Farbeintensitat ihren Hohepunkt nach 1h Stimulation mit 1
pg/ml LPS, um dann wieder annahernd auf das Ausgangsniveau abzufallen. Samtliche
Befunde fur den Rezeptor zeigten keine statistische Signifikanz. Ansonsten waren fur
die Rezeptoruntereinheiten 1 und 2, unabhangig von der Zugabe von Plasmafaktoren
zum Pufferperfusat, keine Veranderung unter LPS-Stimulation zu erkennen. Mittelwerte
aller Gruppen fur den IFN-y-Rezeptor siehe Tabelle 17 (S. 42), Tabelle 18 (S. 43),
Tabelle 19 (S. 44) und Tabelle 20 (S. 45).

3.3.4 Expression der Januskinase 1 nach LPS-Stimulation

FUr die Bronchialmuskulatur war bei JAK1, unabhangig vom Plasmazusatz, eine
Zunahme der Farbeintensitat zu beobachten. Fur die stimulierten Lungen ohne Plasma
konnte nach 2h und 10 pg/ml LPS mit einer statistisch signifikanten Zunahme das
Maximum der Farbeintensitat beobachtet werden. Fur die Gruppen ohne Plasma waren
dosisunabhangig nach 2h mit 1ug/ml bzw. 10 ug/ml LPS die starksten Zunahmen der
Expressionen zu sehen. Diese Veranderungen waren deutlich, aber statistisch nicht
signifikant. Ebenso bei JAK1 war eine Zunahme der Farbeintensitat fur das BALT zu
sehen. Nach 1h bzw. 2h mit 10ug/ml LPS war eine statistisch signifikante Zunahme der
Farbeintensitat fur Lungen ohne Plasmazusatz erreicht. LPS-stimulierte Lungen ohne
Zugabe von Plasmafaktoren hatten ihre Intensitatsmaxima nach 1h mit 1 ug/ml bzw. 10
pg/ml LPS, wiesen jedoch keine statistische Signifikanz auf.

In allen anderen Zelltypen war das Expressionsniveau nahezu konstant. Mittelwerte
aller Gruppen fur JAK1 siehe Tabelle 21 (S. 46) und Tabelle 22 (S. 47).

3.3.5 Expression derJanuskinase 2 nach LPS-Stimulation

Fur JAK2 konnte, unabhangig von der Zugabe I0slicher Plasmafaktoren zum
Pufferperfusat der stimulierten Lungen, weder eine statistisch signifikante noch eine
marginal bedeutende Veranderung in einem der Zellkompartimente detektiert werden.
Mittelwerte aller Gruppen fur JAK2 siehe Tabelle 23 (S. 48) und Tabelle 24 (S. 49).
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3.3.6 Expression von STAT1 und p-STAT1 nach LPS-Stimulation

Far STAT1 war weder mit noch ohne Zugabe I6slicher Plasmafaktoren zum
Pufferperfusat eine Veranderung fur stimulierte Lungen zu erkennen. Auch wurde unter
LPS-Stimulation STAT1 nicht vermehrt phosphoryliert, so dass das Expressionsniveau
von p-STAT1 in allen Zellkompartimenten fur alle Gruppen nahezu konstant blieb.
Mittelwerte aller Gruppen fir STAT1 siehe Tabelle 25 (S. 50) und Tabelle 26 (S. 51)
und fur seine aktivierte Form p-STAT1 siehe Tabelle 27 (S. 52) und Tabelle 28 (S. 53).

3.3.7 Expression von STAT2 nach LPS-Stimulation

STAT 2 zeigte eine statistisch signifikante Veranderung fir das Endothel der
Hilusarterien nach 2h Stimulation mit 10 pg/ml LPS (Abb. 45 und 46, S. 62). Fur die
Lungen mit Plasmazusatz war diese Veranderung sogar hoch-signifikant. Die Ubrigen
Gruppen blieben fur das Arterienendothel im Vergleich zur Kontrolle in ihrem
Farbeverhalten nahezu unverandert. Eine statistisch signifikante Zunahme zeigte sich
auch fur das Endothel der teilmuskularisierten Gefalle. Ohne Plasmazugabe waren
signifikante Veranderungen fur 2h Stimulation mit 1 pg/ml und 10 pg/ml LPS zu
beobachten. Fur Lungen mit Plasmazusatz war neben den vorher genannten Gruppen
auch noch eine signifikante Zunahme der Farbung fur 1h Stimulation 10ug/ml LPS zu
sehen. Die Ubrigen Zelltypen verhielten sich in den einzelnen Gruppen, unabhangig der
Zugabe loslicher Plasmafaktoren zum Perfusat, in ihrer Expression annahernd konstant.
Mittelwerte aller Gruppen fur STATZ2 siehe Tabelle 29 (S. 54) und Tabelle 30 (S. 55).

3.3.8 Expression von STAT3 und p-STAT3 nach LPS-Stimulation

Das Expressionsniveau fur STAT3 war fur alle Gruppen in allen Zellkompartimenten
nahezu gleich. Weder mit noch ohne Plasmazusatz war eine Veranderung flr
stimulierte Lungen zu erkennen. Jedoch wurde STAT3 unter LPS-Stimulation in einige
Strukturen vermehrt phosphoryliert. Fir p-STAT3 zeigte sich in Rattenlungen, ohne
Plasmazugabe zum Perfusat, im Endothel teilmuskularisierter GefalRe nach 1h und 2h
Stimulation mit 10 pg/ml LPS ein signifikanter Anstieg der Farbeintensitat. Im BALT war
ein kontinuierlicher Anstieg mit seinem Maximum an Farbeintensitat nach 2h

Stimulation mit 1 pyg/ml LPS zu erkennen. Fur die Ubrigen Strukturen stimulierter
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Gruppen ohne Plasmazusatz war kein nennenswerter Anstieg gegenuber der basalen
Expression zu erkennen.

FUr das proximale und distale Bronchialepithel war in Gruppen mit Plasmazusatz ab
einer Stimulation mit 1 yg/ml LPS pro Stunde eine deutliche jedoch nicht signifikante
Zunahme der Farbeintensitat zu sehen. Fir das Endothel teilmuskularisierter Gefalle
hingegen war ab derselben Dosis pro Zeit eine statistisch signifikante Zunahme der
Farbeintensitat zu beobachten, die fur 1h Stimulation mit 10 pg/ml LPS sogar hoch-
signifikant war (Abb. 45S. 62). Auch AM zeigten, mit Ausnahme von 50 ng/ml LPS flr
2h, in allen getesteten Dosis-Zeit-Kombinationen eine signifikante Zunahme an p-
STAT3 (Abb. 49 und 50, S. 62). In einzelnen Zellen des Septums fihrte die Stimulation
der Lungen mit LPS und Plasmazusatz im Perfusat zum Anstieg von p-STAT3, der mit
10 pg/ml LPS nach 1h signifikant war (Abb. 49 und 52, S. 62). Ein deutlicher Anstieg
der Farbung zeigte sich im Nervengewebe fiur alle getesteten Dosis-Zeit-
Kombinationen, der nach Stimulation mit 10 pg/ml LPS fir 1h und 2h signifikant war.
Der BALT hatte fur die Gruppen mit Plasmazusatz einen kontinuierlichen Anstieg der
Farbeintensitat, mit seinem Maximum nach 1h Stimulation mit 1 pg/ml LPS, um dann
wieder annahernd auf das Ausgangsniveau abzufallen. Die Ubrigen Zelltypen verhielten
sich in ihrer Farbung annahernd konstant. Mittelwerte aller Gruppen flir STAT3 siehe
Tabelle 31 (S. 56) und Tabelle 32 (S. 57) und fur seine aktivierte Form p-STAT3 siehe
Tabelle 33 (S. 58) und Tabelle 34 (S. 59).
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4 TABELLEN

Tabelle 1: Farbeintensititen Trachea (Ratte)

Struktur/Marker IFN-y IFN-yR1 | IFN-yR2 JAK1 JAK2 STAT1 STAT2 STAT3

Trachealepithel +++ ++++ ++++ +++ +++ ++++ +++ +++

Trachealdrusen ++ ++++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Trachealknorpel ++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ ++
Trachealmuskulatur 0 o 0 o o 0 o o
Gefallmuskulatur 0 0 0 0 0 0 0 0
GefaRendothel +++ + ++ +++ +++ ++ ++ ++
Nerven 0 +++ ++ ++ ++ +++ ++ +

(o = keine Farbung, + = schwache Farbung, ++ = mittlere Farbung, +++ = starke Farbung, ++++ = sehr starke Farbung)

Tabelle 2: Farbeintensitidten Herz (Ratte)

Struktur/Marker IFN-y IFN-yR1 IFN-yR2 JAK1 JAK2 STAT1 STAT2 STAT3
Herzmuskulatur + + o) + o + o) +
Kapillarendothel ++ + 0 + ++ + 0 +

(o = keine Farbung, + = schwache Farbung, ++ = mittlere Farbung, +++ = starke Farbung, ++++ = sehr starke Farbung)
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Tabelle 3: Farbeintensitaten Lunge (Ratte)
Struktur/Marker IFN-y IFN«wyR1 | IFNyR2 | JAK1 JAK2 STATA1 STAT2 | STAT3 |p-STAT1 |p-STAT3
Bronchial-epithel proximal +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Bronchial-epithel distal ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Bronchial-muskulatur + + 0 + o o o + 0 o
Lunge BALT + + ++ + + ++ + ++ + +
Alveolar-makrophagen ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++
Einzelne Zellen im Septum +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++
Alveolarepithel ++ + + + + + + + + o
Gefalmuskulatur Arterie 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gefallmuskulatur Vene + + + ++ + + ++ + + +
Muskulaturteilmusk. GefalRe + + + + + + + + + +
Gefallendothel Arterie ++ + +++ +++ +++ ++ +++ ++ + +
GefalRendothel Vene ++ + +++ +++ +++ ++ ++ ++ + +
Endothel teilmusk. Gefale +++ + +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +
Lunge Nerv + +++ +++ ++ ++ ++ ++ + +++ +++

(o = keine Farbung, + = schwache Farbung, ++ = mittlere Farbung, +++ = starke Farbung,

++++ = sehr starke Farbung)
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Tabelle 4: Farbeintensitaten Trachea (Human)

Struktur/Marker IFN-y IFN-yR1 | IFN-yR2 JAK1 JAK2 STAT1 STAT2 STAT3
Trachealepithel +++ +++ +++ ++ ++++ +++ +++ +++
Trachealdrisen + ++ ++ ++ ++ +++ ++ ++
Trachealknorpel o +++ o o ++ F++ T+t +
Trachealmuskulatur o) o) 0 o) o) o o) 0
Gefallmuskulatur 0 0 0 0 0 0 0 0
Gefallendothel +++ o + +++ ++ o +++ 4+

(o = keine Farbung, + = schwache Farbung, ++ = mittlere Farbung, +++ = starke Farbung, ++++ = sehr starke Farbung)

Tabelle 5: Farbeintensitaten Herz (Human)

Struktur/Marker IFN-y IFN-yR1 IFN-yR2 JAK1 JAK2 STAT1 STAT2 STAT3
Herzmuskulatur + o o) + o o) o) o)
Kapillarendothel + 0 0 + 0 o) 0] +++

(o = keine Farbung, + = schwache Farbung, ++ = mittlere Farbung, +++ = starke Farbung, ++++ = sehr starke Farbung)
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Tabelle 6: Farbeintensitaten Lunge (Human)

Struktur/Marker IFN-y IFN-yR1 | IFNyR2 JAK1 JAK2 STAT1 STAT2 STAT3
Bronchialepithel proximal ++ ++ ++ ++ ++++ +++ +++ +++
Bronchialepithel distal ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++
Bronchialmuskulatur 0 0 0 o] o] o] 0 0
BALT o] o] o] o] + o] + ++
Alveolarmakrophagen ++ +++ ++ ++ ++ +++ +++ +++
Einzelne Zellen im Septum ++ +++ ++ ++ ++ +++ +++ +++
Alveolarepithel + 0 + + + 0 + o
Grolle GefalkeMuskulatur 0] o) o o] 0] 0] 0] o
Muskulatur teilmusk. Gefalte o] 0] o) 0] + o] + o]
Grolie Gefale Gefaltendothel ++ 0 + ++ ++ 0] +++ +++
Endothel teilmusk. Gefalle ++ 0] + ++ +++ + +++ +++
Nerv o] o] o] o] ++ +++ + 0

(o = keine Farbung, + = schwache Farbung, ++ = mittlere Farbung, +++ = starke Farbung, ++++ = sehr starke Farbung)
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Tabelle 7: Farbeintensititen GIT (Ratte)

Struktur/Marker IFN-y IFN-yR1 | IFN-yR2 JAK1 JAK2 STAT1 STAT2 STAT3
Oesophagus Stratum basale ++ + ++ + ++ +++ + ++
Magen Oberflachenep. ++ ++++ +++ ++ ++ +++ +++ ++
Magen Drusenepithel ++ + + ++ ++ + + ++
Magen Tunika muskularis o o o o o o 0 o
Magen Ganglien ++ ++ +++ ++ +++ ++ ++ ++
Duodenum Oberflachenep. +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++
Duodenum Becherzellen ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++
Duodenum Brunner Drisen +++ +++ ++ + + ++ + +
Duodenum Tunika muskula. o 0 o o 0 0 o 0
Duodenum Ganglien ++ ++ + + ++ +++ + ++
lleum Oberflachenep. ++ ++ ++ ++ + +++ + 4+
lleum Becherzellen ++ ++ ++ + + ++ + ++
lleum PEYER Plaques 0 0 0 0 ) ) 0 0
lleum Tunika muskularis 0 0 o 0 0 o o o
lleum Ganglien + ++ + + + +++ + ++
Colon Oberflachenep. +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++
Colon Becherzellen ++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++
Colon Tunika muskularis 0 0 0 0 ) 0 0 0
Colon Ganglien ++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++
GIT GefalRmuskulatur 0 0 0 o o 0 o 0
GIT Gefalkendothel +++ o ++ ++ ++ o ++ F++

(o = keine Farbung, + = schwache Farbung, ++ = mittlere Farbung, +++ = starke Farbung, ++++ = sehr starke Farbung)
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Tabelle 8: Farbeintensitaten GIT (Human)

Struktur/Marker IFN-y IFN-yR1 | IFN-yR2 JAK1 JAK2 STAT1 STAT2 STAT3
Magen Oberflachenepi. ++ ++ + + ++ ++ ++ ++
Magen Drusenepithel ++ + + ++ ++ + ++ ++
Magen Tunika muskularis 0 0 0 0 0 0 0 0
Magen Ganglien o) ++ ++ + +++ ++ +++ ++
Duodenum Oberflachenepi. + + ++ + ++ + ++ ++
Duodenum Drusenepithel + + + + ++ + + +
Duodenum Brunner Drisen + + +++ ++ + + + +
Duodenum Tunika musk. o o 0 0 0 0 o o
Duodenum Ganglien ++ + ++ ++ ++ + + ++
lleum Oberflachenepi. + + ++ + + + + P
lleum Drusenepithel + + + + + + +++
lleum PEYER Plaques 0 0 o] 0 0 0 o) o)
lleum Tunika muskularis 0] o) o) o] o] o] o) o)
lleum Ganglien + ++ + + ++ + o ++
Colon Oberflachenepi. + +++ + +++ +++ +++ +++ +++
Colon Drusenepithel + ++ + ++ +++ ++ +++ +++
Colon Tunika muskularis 0 0 0 0 0 0 0 0
Colon Ganglien + ++ ++ + +++ ++ ++++ +++
GIT Gefall-muskulatur 0 0 0 0 0 0 0 0
GIT Gefaliendothel ++ 0 ++ ++ +4++ + 4+ 4

(o = keine Farbung, + = schwache Farbung, ++ = mittlere Farbung, +++ = starke Farbung, ++++ = sehr starke Farbung)
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Tabelle 9: Farbeintensitaten der endokrinen Organe (Ratte)

Struktur/Marker IFN-y IFN-yR1 | IFNyR2 JAK1 JAK2 STAT1 STAT2 STAT3

Gl. Submandi-bularis mukos ++ + ++ + ++ 0] ++ ++
Gl. Submandi-bularis seros o] o] + + o] o] + +

Gl. Submandi. Gangepithel + ++++ +++ ++ ++ +++ ++ +++
Pankreas Seros ++ + + + + o) + +
Langerhans Inseln ++ + ++ + + ++ ++ ++
Langerhans Einzelne Zellen +++ ++ ++ + + ++++ ++ ++
Pankreas Gangepithel ++ +++ ++ + ++ ++ + ++
Hepatozyten + + + + ++ + + +
Leber Kupffer Zellen + + + + ++ + + +
Leber Gallengang Epithel + + ++ + +++ 0 + +
Leber Zentralvene o] o] 0 + o] + o] o]
Gefallmuskulatur Arterie o] o] 0] + o] + 0 0
Gefalmuskulatur Vene 0] o] 0] + o + o] 0]
Leber Gefaltendothel + o] +++ ++ ++ + ++ +

(o = keine Farbung, + = schwache Farbung, ++ = mittlere Farbung, +++ = starke Farbung, ++++ = sehr starke Farbung)
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Tabelle 10: Farbeintensitaten der endokrinen Organe (Human)

Struktur/Marker IFN-y IFN-yR1 | IFNyR2 JAK1 JAK2 STAT1 STAT2 STAT3
Pankreas Seros o] o] o) + o) o] o] +
Langerhans Inseln 0 0 o + + 0 o +

Langerhans Einzelne Zellen +++ 0 +++ + + ++++ o ++++

Pankreas Gangepithel 0 0 +++ + ++ 0 0 +
Hepatozyten + + + 0 + 0 + +
Kupffer Zellen + + + 0 + 0 +++ +
Gallengang Epithel + + + 0 +++ 0 + 0
Leber Zentralvene o] o) o) o] o] o] o) o)
Leber GefalRmuskulatur Arterie o] 0] o) o] o] o] o] 0]
Leber Gefallmuskulatur Vene 0 0] o] o] o] 0 0 0
Leber Gefallendothel + + + o] ++ o] + 0]

(o = keine Farbung, + = schwache Farbung, ++ = mittlere Farbung, +++ = starke Farbung, ++++ = sehr starke Farbung)
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Tabelle 11: Farbeintensititen RES (Ratte)

Struktur/Marker IFN-y IFN-yR1 | IFNyR2 JAK1 JAK2 STAT1 STAT2 STAT3
Milz PALS + + + + + ++ + ++
Lymphfollikel zentral + + + + + ++ + +
Lymphfollikel marginal + + + + + ++ + ++
Milz PMS + + ++ + + ++ + ++
Milz Sinusoide + + o) + + ++ + ++
Einzelne Zellen in der Milz ++++ ++++ +++ +++ ++++ ++++ +++ ++++
Thymus Cortex + 0 0 + + 0 + o
Thymus Medulla + o o + T + + T
Einzelne Zellen im Thymus ++++ ++++ +++ +++ +++ ++++ +++ ++++

(o = keine Farbung, + = schwache Farbung, ++ = mittlere Farbung, +++ = starke Farbung, ++++ = sehr starke Farbung)

Tabelle 12: Farbeintensitaten RES (Human)

Struktur/Marker IFN-y IFN-yR1 | IFNyR2 JAK1 JAK2 STAT1 STAT2 STAT3
Milz PALS + 0 0 0 0 0 0 ++
Lymphfollikel zentral + o o o o o o ++
Lymphfollikel marginal + 0 0 0 0 0 0 ++
Milz PMS 0 0 0 0 0 0 0 +
Milz Sinusoide 0 0 o o o o o o
Einzelne Zellen in der Milz +++ ++++ +++ +++ +++ ++++ +++ ++++

(o = keine Farbung, + = schwache Farbung, ++ = mittlere Farbung, +++ = starke Farbung, ++++ = sehr starke Farbung)
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Tabelle 13: Farbeintensitaten Haut (Ratte)

Struktur/Marker IFN-y | IFN«R1 | IFNwR2 | JAK1 JAK2 | STAT1 | STAT2 | STAT3
Haut Stratum basale + 0 + ++ ++ + + ++

Haut Follikelpithel +++ +++ ++++ ++ +++ +++ + ++

Haut Talgdriisen +++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ +++

(o = keine Farbung, + = schwache Farbung, ++ = mittlere Farbung, +++ = starke Farbung, ++++ = sehr starke Farbung)

Tabelle 14: Farbeintensitaten Haut (Human)

Struktur/Marker IFN-y IFN-yR1 | IFN-yR2 JAK1 JAK2 STAT1 STAT2 STAT3
Haut Stratum basale ++ + o) ++ +++ + ++ ++
Haut Follikelepithel ++ ++ +++ ++ ++ ++ +++ +++

Haut Talgdrusen ++ +++ ++ +++ +++ ++ ++++ +++

(o = keine Farbung, + = schwache Farbung, ++ = mittlere Farbung, +++ = starke Farbung, ++++ = sehr starke Farbung)
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Tabelle 15: Zelluldre Expression von IFN-y in Rattenlungen nach LPS-Stimulation ohne Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 149,2h 10 ug,1h 10 ug, 2 h

proximales Bronchialepithel 2,80+ 0,40 2,40+ 0,49 2,40+ 0,49 2,60+ 0,49 2,60+ 0,49 2,60+ 0,49
distales Bronchialepithel 2,60+ 0,49 2,20+ 0,40 2,00+ 0,00 2,00+ 0,00 2,20+ 0,40 2,00+ 0,00
Bronchialmuskulatur 0,80+ 0,40 0,80+ 0,40 0,40+ 0,49 1,00 £ 0,00 1,00 + 0,00 1,00 +£ 0,00
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,20 +0,40 0,00 +0,00 0,00 +0,00

VSMC der Hilusvenen 0,33+0,47 1,00 +0,82 1,00 +0,00 1,00 +0,00 0,80 +0,75 1,20 +0,75
VSMC teilmuskularer Gefalte |1,80+0,40 2,00 +0,00 1,80 10,40 1,60 10,49 1,80 +0,40 1,80 +0,40

Endothel von Hilusarterien 2,80+0,40 3,00 +0,00 2,33 10,47 2,80+0,40 2,80 +0,40 3,00 +0,00

Endothel von Hilusvenen 3,00 +£0,00 3,00 +£0,00 3,00 +0,00 2,75+0,43 3,00 +£0,00 2,80 +0,40

Endothel teilmuskularer

Gefalle 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 2,80+0,40 2,80 +0,40 2,80 +0,40

Alveolarmakrophagen 2,60 +0,49 2,80+0,40 2,60 +0,49 3,00 +0,63 2,60 +0,49 2,00 +0,00

Einzelne Zellen im

Alveolarsept. 3,60 10,49 4,00 +0,00 3,60 10,49 3,60 10,49 3,80 +0,40 3,60 +0,49
Alveolarseptum 2,00 +0,00 2,20 +0,40 2,20 +0,40 1,60 10,49 2,00 +0,00 1,80 +0,40
Nervenfasern 1,00 +0,00 1,50 +0,50 1,50 £0,50 2,00 +0,00 1,33 +0,47 1,00 +0,00
Zellen des BALT 1,33+0,47 1,50 +0,50 1,60 +0,49 1,33+0,47 1,50 +0,50 1,25 +0,43

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 x*x,
P<0,001 *=x*; signifikante Werte;
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Tabelle 16: Zelluldre Expression von IFN-y in Rattenlungen nach LPS-Stimulation mit Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0ug,2h 50 ng, 2 h 1Mg,1h 149,2h 10 ug, 1 h 10 ug, 2 h
proximales Bronchialepithel |3,00 +0,00 3,00 +0,00 2,60 +0,49 2,60 +0,49 2,80 +£0,40 2,60 +£0,49
distales Bronchialepithel 3,00 +0,00 2,40 +0,49 2,00 +0,00 =* [2,60+0,49 2,40 +0,49 2,40 +0,49
Bronchialmuskulatur 1,00 +0,00 1,00 +0,00 0,40 +0,49 0,60 +0,49 1,00 +0,00 1,00 +0,00
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
VSMC der Hilusvenen 1,25+0,43 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,25 +0,83 1,00 +0,63 1,33 +£0,47
VSMC teilmuskularer Gefalte |2,00+0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,89 1,60 +0,49 1,60 +0,49
Endothel von Hilusarterien 3,00 +0,00 3,00 +0,00 2,75+0,43 2,80 +0,40 3,00 +0,00 2,50 +£0,50
Endothel von Hilusvenen 3,00 +£0,00 3,00 +£0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +£0,00 3,00 +0,00
Endothel teilmuskularer

Gefalle 3,00 +£0,00 3,00 +£0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +£0,00 2,80 +0,40
Alveolarmakrophagen 2,60 +0,49 3,00 +0,00 2,60 +0,49 2,80 +0,75 2,20 £0,40 2,00 +0,00
Einzelne Zellen im

Alveolarsept. 4,00 +0,00 3,60 +0,49 3,60 +0,49 4,00 +0,00 3,80 +0,40 3,80 +0,40
Alveolarseptum 2,20 +0,40 2,40 +0,49 1,60 +0,49 2,00 +0,89 2,00 +0,63 1,60 +0,49
Nervenfasern 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,40 +0,49 1,50 +0,50 1,40 +0,49 1,25+0,43
Zellen des BALT 1,75+0,83 1,67 £0,47 1,60 +0,49 2,00 +0,71 2,00 +0,71 1,33 +0,47

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 x*x,
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 17: Zelluldre Expression von IFN-yR1 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation ohne Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 1M9,2h 10 ug, 1 h 10 g, 2 h
Proximales Bronchialepithel |3,80+0,45 3,75 10,50 3,80 +£0,45 3,80 +£0,45 3,80 +£0,45 3,75 +0,50
distales Bronchialepithel 3,60 +0,55 3,75 10,50 3,60 +0,55 3,60 +0,55 3,60 +0,55 3,50 +0,58
Bronchialmuskulatur 1,20 +£0,45 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,25 +0,50 0,00 +0,00 0,25 +0,50 0,00 +0,00 0,00 +0,00
VSMC der Hilusvenen 1,25 10,50 1,00 +£0,00 1,25 10,50 1,33 +£0,58 1,25 +0,50 1,25 10,50
VSMC teilmuskularer Gefalte |1,00+0,00 1,00 +£0,00 1,20 +£0,45 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Endothel von Hilusarterien 1,40 0,55 1,33 +0,58 1,50 +0,58 1,50 +0,58 1,60 +0,55 1,75 0,50
Endothel von Hilusvenen 1,50 +0,58 1,50 +£0,71 1,50 +0,58 1,67 0,58 1,75 +0,50 1,75 0,50
Endothel teilmuskularer

Gefalle 1,80 +0,45 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +£0,00 2,00 +0,00
Alveolarmakrophagen 3,40 +0,55 3,50 +0,58 3,60 +0,55 3,60 +0,55 3,60 +0,55 3,75 +0,50
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 3,20 £0,45 3,50 +0,58 3,40 +0,55 3,60 +0,55 3,60 +0,55 3,50 +£0,58
Alveolarseptum 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Nervenfasern 3,60 +0,55 3,67 £0,58 3,67 +0,58 3,75 +0,50 3,60 +0,55 3,75 +0,50
Zellen des BALT 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 sx
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 18: Zelluldre Expression von IFN-yR1 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation mit Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 149,2h 10 ug, 1 h 10 ug, 2 h
Proximales Bronchialepithel |3,75+0,50 3,75 10,50 3,80 +£0,45 3,80 +£0,45 3,75 +0,50 3,80 +£0,45
distales Bronchialepithel 3,50 +0,58 3,75 10,50 3,80 +0,45 3,60 +0,55 3,75 +0,50 3,60 +0,55
Bronchialmuskulatur 1,00 +0,00 1,25 40,50 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
VSMC der Hilusvenen 1,33 +£0,58 1,33 +£0,58 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,25 +0,50 1,25 +0,50
VSMC teilmuskularer Gefalte |1,33 +£0,58 1,50 +0,58 1,60 +0,54 1,67 £0,58 1,75 +0,50 1,67 £0,58
Endothel von Hilusarterien 1,33 +0,58 1,50 +0,58 1,60 +0,55 1,67 0,58 1,75 +0,50 1,67 +0,58
Endothel von Hilusvenen 1,33 +0,58 1,33+0,58 1,75 40,50 2,00 +0,00 1,75 +0,50 1,75 0,50
Endothel teilmuskularer

Gefalle 1,75+0,50 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00
Alveolarmakrophagen 3,75 10,50 3,75 10,50 3,40 +0,55 3,60 +0,55 3,75 +0,50 3,60 £0,55
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 3,50 +0,58 3,50 +0,58 3,40 +0,55 3,60 +0,55 3,75 +0,50 3,60 +0,55
Alveolarseptum 1,00 +0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Nervenfasern 3,67 £0,58 3,75 10,50 3,80 +0,45 3,75 +0,50 3,75 +0,50 3,60 +0,55
Zellen des BALT 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 x*x,
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 19: Zellulédre Expression von IFN-yR2 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation ohne Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 1M9,2h 10 ug, 1 h 10 g, 2 h
Proximales Bronchialepithel |3,80+0,40 4,00 +0,00 4,00 +0,00 3,60 +0,49 3,60 +0,80 3,80 +0,40
distales Bronchialepithel 3,40 +0,49 3,60 +0,49 3,40 +0,49 3,60 +0,49 3,40 +0,80 3,20 +0,40
Bronchialmuskulatur 0,40 +0,49 0,40 +0,49 0,40 +0,49 0,40 +0,49 0,40 +0,49 0,20 +0,40
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,25+0,43 0,00 +0,00 0,20 +0,40
VSMC der Hilusvenen 0,75+0,43 0,50 +0,50 0,75+0,43 0,67 £0,47 0,25 +0,43 1,00 +0,00
VSMC teilmuskularer Gefalte |1,20+0,40 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 0,80 +0,40 0,80 +0,40
Endothel von Hilusarterien 3,33 £0,47 2,75+0,43 3,00 +0,00 2,75+0,43 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Endothel von Hilusvenen 3,25 10,47 2,75+0,43 3,00 +0,00 2,75+0,43 3,00 +£0,00 3,00 +0,00
Endothel teilmuskularer

Gefalle 3,40 +£0,49 3,00 +£0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +£0,00 3,00 +0,00
Alveolarmakrophagen 4,00 +0,00 3,80 +0,40 3,80 +0,40 4.00 +0,00 3,80 +0,40 3,80 +£040
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 4,00 +0,00 3,80 +0,40 3,80 +0,40 4,00 +0,00 3,80 +0,40 3,80 +£040
Alveolarseptum 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 0,80 +0,40
Nervenfasern 3,20 +0,40 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Zellen des BALT 1,75+0,43 2,00+0,63 1,67 £0,47 2,33+0,47 2,33+0,47 2,75+0,43

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 sx
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 20: Zelluldre Expression von IFN-yR2 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation mit Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0ug,2h 50 ng, 2 h 1Mg,1h 149,2h 10 ug, 1 h 10 ug, 2 h
Proximales Bronchialepithel 4,00 +0,00 4,00 +0,00 3,80 +0,40 3,80 +0,40 3,60 +0,49 3,80 +0,40
distales Bronchialepithel 3,25 +0,83 3,40 +0,49 3,40 +0,49 3,60 +0,49 3,20 +0,40 3,60 +0,49
Bronchialmuskulatur 0,25+0,43 0,60 +0,49 0,60 +0,49 0,40 +0,49 0,20 +0,40 0,20 +0,40
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,20 +0,40 0,50 +0,50
VSMC der Hilusvenen 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,80 +0,40 1,00 +0,00
VSMC teilmuskularer Gefalte |1,250,43 1,00 +0,00 1,20 £0,40 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Endothel von Hilusarterien 2,67 0,47 2,75+0,43 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,20 +0,40 3,00 +0,00
Endothel von Hilusvenen 3,00 +£0,00 3,00 +£0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 2,80 +0,40 2,75+0,43
Endothel teilmuskularer

Gefalle 3,25+0,43 3,20 +£0,40 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +£0,00 3,00 +0,00
Alveolarmakrophagen 3,75+0,43 3,80 +0,40 4,00 +0,00 3,80 +0,40 3,80 +0,40 3,80 £0,40
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 3,50 +0,50 3,80 +0,40 4,00 +0,00 3,80 +0,40 3,80 +0,40 3,80 +0,40
Alveolarseptum 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 0,80 +0,40 0,80 +0,40
Nervenfasern 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,71 2,60 +0,80
Zellen des BALT 1,50 +£0,50 2,00 +0,00 2,67 £0,47 2,00 +0,00 2,00 +0,71 1,80 +0,40

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 sx
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 21: Zelluldre Expression von JAK1 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation ohne Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 149,2h 10 ug,1h 10 ug, 2 h
Proximales Bronchialepithel |3,75+0,43 3,60 10,49 3,60 +0,49 3,40 +0,49 3,80 +0,40 3,80 £0,40
distales Bronchialepithel 3,25+0,43 3,40 +0,49 3,00 +0,00 3,20 +0,40 3,00 +0,00 3,20 +0,40
Bronchialmuskulatur 1,75+0,43 1,60 10,49 1,60 +0,49 2,40 +0,49 2,40 +0,49 2,80 +0,40 =*
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,20 +0,40 0,20 +0,40 0,25+0,43
VSMC der Hilusvenen 2,00 +0,00 2,00+0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,40 +0,49 2,33 +0,47
VSMC teilmuskularer Gefalte |1,75+0,43 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,20 +0,40 2,00 +0,00 2,00 +0,00
Endothel von Hilusarterien 3,00 +0,00 3,00 +0,00 2,75+0,43 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Endothel von Hilusvenen 3,00 +£0,00 3,00 +£0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Endothel teilmuskularer

Gefalle 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +£0,00 3,00 +0,00
Alveolarmakrophagen 3,00 10,00 3,20 +0,40 3,00 +0,00 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 3,00 10,00 3,20 +0,40 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Alveolarseptum 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Nervenfasern 2,00 +0,00 2,50 +0,50 2,00 10,00 2,40 +0,49 2,00 +0,00 2,25 10,43
Zellen des BALT 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,33+0,47 1,50 +0,50 2,00+0,00 = [2,00+0,00 =

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 =*x
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 22: Zelluldre Expression von JAK1 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation mit Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 149,2h 10 ug,1h 10 ug, 2 h
Proximales Bronchialepithel |3,80+0,40 3,80 10,40 3,40 +0,49 3,60 10,49 3,80 +0,40 3,80 +0,40
distales Bronchialepithel 3,20 +0,40 3,20 +0,49 2,80 10,40 3,40 +0,49 3,20 +0,40 3,20 +0,40
Bronchialmuskulatur 1,80 10,75 1,60 10,49 2,00 +0,89 3,00 +0,00 2,20 +0,40 2,60 +0,49
\VSMC der Hilusarterien 0,20 10,40 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,20 +0,40
VSMC der Hilusvenen 2,00 +0,00 2,00+0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,20 +0,40 2,20 +0,40
VSMC teilmuskularer Gefalte |2,20+0,40 1,80+0,40 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,20 +0,40 2,20 +0,40
Endothel von Hilusarterien 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Endothel von Hilusvenen 3,00 +£0,00 2,75+0,43 3,00 +0,63 2,80+0,40 3,00 +0,63 3,00 +0,63
Endothel teilmuskularer

Gefalle 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 £0,00
Alveolarmakrophagen 3,40 +0,49 3,20 +0,40 3,20 +0,40 3,00 10,00 3,20 +0,40 3,00 +0,00
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 3,20 +0,40 3,20 +0,40 3,20 +0,40 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Alveolarseptum 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Nervenfasern 2,33 10,47 2,00 +0,00 2,00 10,00 2,25+0,43 2,25 10,43 2,33 10,47
Zellen des BALT 1,50 +0,50 1,75+0,43 2,00 +0,82 1,75+0,43 2,25 +0,43 1,80 +0,75

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 =*x
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 23: Zelluldre Expression von JAK2 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation ohne Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 149,2h 10 ug,1h 10 ug, 2 h
proximales Bronchialepithel |3,00 +0,00 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
distales Bronchialepithel 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Bronchialmuskulatur 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
\VSMC der Hilusvenen 1,25+0,43 1,25+0,43 1,50 +0,50 1,25+0,43 1,33 10,47 1,50 +0,50
VSMC teilmuskularer Gefaflte |1,00+0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Endothel von Hilusarterien 3,25+0,43 3,25+0,43 3,25+0,43 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Endothel von Hilusvenen 3,00 +£0,00 3,00 +£0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Endothel teilmuskularer

Gefalle 3,20 +£0,40 3,25+0,43 3,25+0,43 3,00 +0,00 3,20 +£0,40 3,00 +0,00
Alveolarmakrophagen 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 3,00 10,00 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Alveolarseptum 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Nervenfasern 2,50 +0,50 2,00 +0,00 2,33 10,47 2,00 +0,00 2,40 +0,49 2,00 +0,00
Zellen des BALT 2,00 +0,00 1,50 +0,50 2,00 +0,00 1,67 +£0,47 2,00 +0,00 2,00 +0,00

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 =*x
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 24: Zelluldre Expression von JAK2 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation mit Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 149,2h 10 ug,1h 10 ug, 2 h
proximales Bronchialepithel |3,00 +0,00 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,20 +0,40 3,00 +0,00
distales Bronchialepithel 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Bronchialmuskulatur 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
VSMC der Hilusvenen 1,25+0,43 1,50 +0,50 1,50 +0,50 1,50 +0,50 1,60 +0,49 1,67 +0,47
VSMC teilmuskularer Gefaflte |1,00+0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Endothel von Hilusarterien 3,25+0,43 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,20 +0,40 3,00 +0,00
Endothel von Hilusvenen 3,00 +£0,00 3,00 +£0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Endothel teilmuskularer

Gefalle 3,25+0,43 3,00 +0,00 3,20 +0,40 3,00 +0,00 3,20 +£0,40 3,00 +0,00
Alveolarmakrophagen 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 3,00 10,00 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Alveolarseptum 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Nervenfasern 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 10,00 2,00 +0,00 2,25 10,43 2,33 10,47
Zellen des BALT 1,75+0,43 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 =*x
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 25: Zelluldre Expression von STAT1 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation ohne Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 1M9,2h 10 g, 1 h 10 ug, 2 h
proximales Bronchialepithel |3,60 +0,58 3,25 10,50 3,25 10,50 3,50 +0,58 3,50 +0,58 3,50 +0,58
distales Bronchialepithel 3,20 +0,50 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,25 +0,50 3,00 +0,00
Bronchialmuskulatur 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
\VSMC der Hilusvenen 1,25+0,43 1,00 +0,00 1,33+0,58 1,33+0,58 1,00 +0,00 1,00 +0,00
VSMC teilmuskularer Gefaflte |1,00+0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Endothel von Hilusarterien 2,20 +0,45 2,25 +0,50 2,33 +0,58 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00
Endothel von Hilusvenen 2,25 +0,50 2,00+0,00 2,33+0,58 2,33+0,58 2,33 +0,58 2,00 +0,00
Endothel teilmuskularer

Gefalle 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,25 +0,50 3,00 +0,00 3,00 £0,00
Alveolarmakrophagen 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 3,00 10,00 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Alveolarseptum 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Nervenfasern 2,33 10,58 2,25 +0,50 2,00 10,00 2,25 +0,50 2,00 +0,00 2,00 +0,00
Zellen des BALT 2,50+0,58 2,33+0,58 2,00 +0,00 2,33+0,58 2,00 +0,00 2,00 +0,00

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 =*x
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 26: Zelluldre Expression von STAT1 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation mit Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 149,2h 10 ug,1h 10 ug, 2 h
proximales Bronchialepithel |3,50 +0,58 3,50 +0,58 3,40 +0,55 3,40 +0,55 3,67 +£0,58 3,50 +0,58
distales Bronchialepithel 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,20 +0,45 3,20 +0,45 3,00 +0,00 3,25 +0,50
Bronchialmuskulatur 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
VSMC der Hilusvenen 1,33+0,58 1,00 +0,00 1,25 40,50 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,33 +0,58
VSMC teilmuskularer Gefaflte |1,00+0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Endothel von Hilusarterien 2,25 +0,50 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00
Endothel von Hilusvenen 2,33+0,58 2,25 +0,50 2,25 +0,50 2,00+0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00
Endothel teilmuskularer

Gefalle 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 £0,00
Alveolarmakrophagen 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 3,00 10,00 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Alveolarseptum 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Nervenfasern 2,00 +0,00 2,33 +0,58 2,25 0,50 2,25 +0,50 2,00 +0,00 2,25 10,50
Zellen des BALT 2,33+0,58 2,33+0,58 2,33+0,58 2,33+0,58 2,00 +0,00 2,00 +0,00

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 =*x
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 27: Zelluldre Expression von p-STAT1 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation ohne Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 1M9,2h 10 g, 1 h 10 ug, 2 h
proximales Bronchialepithel |3,40+0,49 3,50 +0,50 3,50 +0,50 3,40 +0,49 3,40 +0,49 3,50 +0,50
distales Bronchialepithel 3,40 +0,49 3,50 +0,50 3,50 +0,50 3,40 +0,49 3,20 +0,40 3,50 +0,50
Bronchialmuskulatur 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
VSMC der Hilusvenen 1,00 +0,00 1,33+0,47 1,33+0,47 1,20 +0,40 1,00 +0,00 1,33+0,47
VSMC teilmuskularer Gefaflte |1,00+0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Endothel von Hilusarterien 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00
Endothel von Hilusvenen 1,75+0,43 1,50 +0,50 1,75+0,43 1,33+0,47 1,20 +0,40 1,33+0,47
Endothel teilmuskularer

Gefalle 2,60+0,49 2,75+0,43 2,50+0,50 2,60 +0,49 2,80 +0,40 2,75+0,43
Alveolarmakrophagen 3,00 10,00 2,75+0,43 2,75+0,43 3,00 10,00 2,80 +0,40 3,00 +0,00
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 3,00 10,00 2,75+0,43 2,75+0,43 3,00 +0,00 2,80 +0,40 3,00 +0,00
Alveolarseptum 1,00 +£0,00 0,75+0,43 0,75+0,43 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Nervenfasern 3,00 +0,00 3,00 +0,00 2,75+0,43 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Zellen des BALT 1,00 +0,00 1,25+0,43 1,33+0,47 1,50 +0,50 1,40 +0,49 1,33 +0,47

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 =*x
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 28: Zelluldre Expression von p-STAT1 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation mit Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 149,2h 10 ug,1h 10 ug, 2 h
proximales Bronchialepithel |3,40+0,49 3,50 +0,50 3,60 +0,49 3,40+0,495 3,60 +0,49 3,50 +0,50
distales Bronchialepithel 3,40 +0,49 3,50 +0,50 3,60 +0,49 3,40+0,495 3,60 +0,49 3,50 +0,50
Bronchialmuskulatur 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,20+0,40 0,00 +0,00 0,00 +0,00
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
VSMC der Hilusvenen 1,00 +0,00 1,50 +0,50 1,00 +0,00 1,25+0,43 1,25 +0,43 1,00 +0,00
VSMC teilmuskularer Gefaflte |1,00+0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00+0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Endothel von Hilusarterien 1,75+0,43 1,33+0,47 1,67 £0,47 1,60+0,49 1,60 +0,49 1,75+0,43
Endothel von Hilusvenen 2,00+0,00 1,75+0,43 2,00+0,00 2,00+0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00
Endothel teilmuskularer

Gefalle 2,60+0,49 2,50+0,50 2,60 +0,49 2,60+0,49 2,60 +0,49 2,75+0,43
Alveolarmakrophagen 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00+0,00 2,80 +0,40 3,00 +0,00
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 3,00 10,00 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00+0,00 2,80 +0,40 3,00 +0,00
Alveolarseptum 1,00 +£0,00 0,75+0,43 1,00 +£0,00 1,00+0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Nervenfasern 2,80+0,40 2,75+0,43 2,80 10,40 3,00+0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Zellen des BALT 1,33+0,47 1,50 +0,50 1,50 +0,50 1,33+0,47 1,25 +0,43 1,00 +0,00

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 =*x
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 29: Zelluldre Expression von STAT2 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation ohne Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 1M9,2h 10 g, 1 h 10 ug, 2 h
proximales Bronchialepithel |3,60 +0,49 3,60 10,49 3,20 +0,40 3,80 10,40 3,75 +0,43 3,80 +0,40
distales Bronchialepithel 3,60 +0,49 3,60 +0,49 3,00 +0,00 3,60 +0,49 3,25 10,43 3,40 +0,49
Bronchialmuskulatur 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,20 +0,40 0,00 +0,00 0,20 +0,40
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
\VSMC der Hilusvenen 2,50 +0,50 2,33+0,47 2,50 +0,50 2,67 0,47 2,50 +0,50 2,00 +0,00
VSMC teilmuskularer Gefaflte |1,00+0,00 1,00 +£0,00 1,20 £0,40 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Endothel von Hilusarterien 2,80 +0,40 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,40 +0,49 3,25 10,43 4,00 £0,00 =*x*
Endothel von Hilusvenen 3,00 +£0,00 3,00 +£0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Endothel teilmuskularer

Gefalle 2,80+0,40 3,20 +0,40 3,00 +0,00 3,80 10,40 3,50 +0,50 3,80 +0,40 =*
Alveolarmakrophagen 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 3,00 10,00 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Alveolarseptum 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Nervenfasern 2,60 +0,80 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 2,50 +0,50 3,00 +0,00
Zellen des BALT 2,00 +0,71 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 =*x
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 30: Zelluldre Expression von STAT2 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation mit Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 149,2h 10 ug,1h 10 ug, 2 h
proximales Bronchialepithel |3,40+0,49 3,60 10,49 3,40 +0,49 3,60+0,49 3,80 +0,40 3,80 £0,40
distales Bronchialepithel 3,20 +0,40 3,40 +0,49 3,20 +0,40 3,60+0,49 3,60 +0,49 3,60 +0,80
Bronchialmuskulatur 0,20 +0,40 0,40 +0,49 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,20 +0,40
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
VSMC der Hilusvenen 2,50 +0,50 2,50 +0,50 2,00 +0,00 3,00+0,00 2,00 +0,00 2,50 +0,50
VSMC teilmuskularer Gefaflte |1,00+0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00+0,00 1,00 +0,00 1,20 +0,40
Endothel von Hilusarterien 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,20 +0,40 3,20+0,40 3,20 +0,40 4,00 +0,00 =
Endothel von Hilusvenen 3,00 +£0,00 3,00 +£0,00 3,00 +0,00 3,00+0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Endothel teilmuskularer

Gefalle 3,00 +0,00 3,20 +0,40 3,20 +0,40 3,80+0,40 3,80 +£0,40 4,00 £0,00 *x
Alveolarmakrophagen 3,20 +0,40 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00+0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 3,20 +0,40 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00+0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Alveolarseptum 1,20 +0,40 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00+0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Nervenfasern 2,50 +0,50 2,80+0,40 2,00 10,00 2,33+0,47 2,75 10,43 3,00 +0,00
Zellen des BALT 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00 +0,00 2,00+0,00 2,33+0,47 2,25+0,43

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 =*x
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 31: Zelluldre Expression von STAT3 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation ohne Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 1M9,2h 10 g, 1 h 10 ug, 2 h
proximales Bronchialepithel |3,60 +0,49 3,40 +0,49 3,50 +0,50 3,80 10,40 3,60 +0,49 4,00 +0,00
distales Bronchialepithel 3,60 +0,49 3,60 +0,49 3,50 +0,50 3,60 +0,49 3,40 +0,49 3,60 +0,49
Bronchialmuskulatur 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +£0,00 1,20 +0,40 1,20 +0,40 1,00 +0,00
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
VSMC der Hilusvenen 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,20 +0,40
VSMC teilmuskularer Gefalte |1,20+0,40 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Endothel von Hilusarterien 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Endothel von Hilusvenen 3,00 +£0,00 3,00 +£0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Endothel teilmuskularer

Gefalle 3,20 +£0,40 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 £0,00
Alveolarmakrophagen 3,20 +0,40 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,20 £0,40
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 3,20 +0,40 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,20 £0,40
Alveolarseptum 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Nervenfasern 0,80 +0,75 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,33+0,47 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Zellen des BALT 2,00 +0,00 2,25+0,43 2,25+0,43 2,50 +0,50 2,25 +0,43 2,50 +0,50

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 =*x
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 32: Zelluldre Expression von STAT3 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation mit Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 149,2h 10 ug,1h 10 ug, 2 h
proximales Bronchialepithel |3,60 +0,49 3,40 +0,49 3,60 10,49 3,60+0,49 3,80 +0,40 4,00 +0,00
distales Bronchialepithel 3,40 +0,49 3,40 +0,49 3,40 +0,49 3,40+0,49 3,80 +0,40 3,67 £0,47
Bronchialmuskulatur 1,00 +0,00 1,00 +0,63 1,40 +0,49 1,20+0,40 1,00 +0,00 1,17 £0,37
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
VSMC der Hilusvenen 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,00+0,00 1,00 +0,00 1,17 £0,37
VSMC teilmuskularer Gefaflte |1,00+0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00+0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Endothel von Hilusarterien 2,75+0,43 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00+0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Endothel von Hilusvenen 3,00 +£0,00 3,00 +£0,00 3,00 +0,00 3,00+0,00 3,00 +0,00 3,17 £0,37
Endothel teilmuskularer

Gefalle 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,20 +0,40 3,00+0,00 3,20 +£0,40 3,00 +0,00
Alveolarmakrophagen 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00 3,00+0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 3,00 10,00 3,00 10,00 3,00 +0,00 3,00+0,00 3,00 +0,00 3,00 +0,00
Alveolarseptum 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00+0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Nervenfasern 1,33+0,47 1,25+0,43 1,33+0,47 1,00+0,00 1,00 +0,00 1,20 +0,40
Zellen des BALT 2,00 +0,00 2,25+0,43 2,25 10,43 2,00+0,00 2,33+0,47 2,25+0,43

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 =*x
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 33: Zelluldre Expression von p-STAT3 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation ohne Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 1M9,2h 10 g, 1 h 10 ug, 2 h
proximales Bronchialepithel |3,40 +0,49 3,50 +0,50 3,50 +0,50 3,60 10,49 3,50 +0,50 3,43 £0,49
distales Bronchialepithel 3,60 +0,49 3,75+0,83 3,50 +0,50 3,60 +0,49 3,50 +0,50 3,43 +0,49
Bronchialmuskulatur 0,20 +0,40 0,25+0,43 0,25+0,43 0,00 +0,00 0,50 +0,50 0,57 +0,49
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
VSMC der Hilusvenen 1,00 +0,00 1,50 +0,50 1,00 +0,00 1,25+0,43 1,00 +0,00 1,50 +0,50
VSMC teilmuskularer Gefaflte |1,00+0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00 +0,00 1,00 +0,00
Endothel von Hilusarterien 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,50 +0,50 1,00 +0,00 1,25 +0,43 1,17 £0,37
Endothel von Hilusvenen 1,25+0,43 1,00 +£0,00 1,50 £0,50 1,25+0,43 1,50 +0,50 1,00 +0,00
Endothel teilmuskularer

Gefalle 1,80 +0,40 2,25+0,43 2,25+0,43 2,40 +0,49 2,75 40,43 2,71 +0,45 =
Alveolarmakrophagen 2,20+0,40 2,25+0,43 2,50 +0,50 2,40 +0,49 2,25+0,43 2,57 +0,49
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 2,60 +0,49 2,50+0,50 2,75+0,43 3,00 +0,00 3,00 +0,71 3,00 +0,00
Alveolarseptum 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,25+0,43 0,00 +0,00 0,25 +0,43 0,00 +0,00
Nervenfasern 3,40 +0,49 3,50 +0,50 3,75 +0,83 3,25+0,43 3,50 +0,50 3,50 +0,50
Zellen des BALT 1,25+0,43 1,33+0,47 1,67 £0,47 2,00 +0,00 1,50 +0,50 1,25+0,43

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 ==,
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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Tabelle 34: Zelluldre Expression von p-STAT3 in Rattenlungen nach LPS-Stimulation mit Plasmazugabe zum Perfusat

Dosis LPS/ml, Zeitin h 0Oug,2h 50 ng, 2 h 1ug,1h 149,2h 10 ug,1h 10 ug, 2 h
proximales Bronchialepithel |3,40+0,49 3,75+0,83 4,20 +0,40 4,00+0,00 4,50 +0,50 4,25 +0,43
distales Bronchialepithel 3,40 +0,49 3,75+0,83 4,20 +0,75 4,33+0,47 4,25 +0,43 4,50 +0,50
Bronchialmuskulatur 0,20 +0,40 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,75 +0,43 0,25 10,43
\VSMC der Hilusarterien 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
VSMC der Hilusvenen 1,00 +0,71 1,33+0,47 1,33+0,47 1,67+0,47 2,00 +0,00 1,67 +0,47
VSMC teilmuskularer Gefaflte |1,00+0,00 1,00 +£0,00 1,00 +£0,00 1,00+0,00 1,25 +0,43 1,00 +0,00
Endothel von Hilusarterien 1,00 +0,00 1,00 +0,00 1,67 £0,47 1,67+0,47 1,75 +0,00 1,50 +0,50
Endothel von Hilusvenen 1,25+0,43 1,00 +0,00 1,67 0,47 1,67+0,47 1,75 +0,43 1,33+0,47
Endothel teilmuskularer

Gefalle 1,60 +0,49 2,50+0,50 2,80+0,40 2,80+0,40 3,00 £0,00 =* [2,75+0,43 =
Alveolarmakrophagen 2,20+0,40 2,50+0,50 3,00 +0,00 3,00+0,00 3,00 £0,00 = [3,00+0,00 =
einzelne Zellen im

Alveolarsept. 2,40 10,49 3,00 10,00 3,40 +0,49 3,40+0,49 3,75+0,43 = [3,50+0,50
Alveolarseptum 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
Nervenfasern 3,20 +0,40 3,75+0,43 3,80 +0,40 4,00+0,58 4,50 +0,50 * 4,50+0,50 =
Zellen des BALT 1,33+0,47 1,50 +0,50 2,50 +0,50 2,00+0,00 1,50 +0,50 1,50 +0,50

Mittelwert + Standardabweichung; Statistische Signifikanzen: Vergleich mit Kontrollgruppe (0 LPS, 2h) P<0,05 *, P<0,01 =*x
P<0,001 *=x; signifikante Werte;
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5 BILDANHANG

5.1 Konstitutive Zytokinexpression in Ratten- und humanen Lungen
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5.2 Konstitutive Zytokinexpression in verschiedenen Organen der Ratte und des
Menschen

e

p
oy l\_
r
|
Sron gl
AP e

Abb. 21: Ratte

JAK2 Herz, Endothel

e

h

g-.:'"‘ !

L%

A

a5

A\

o

A

L

. '.; 2N . ‘
'L.-,:l:‘ IIIFI'\‘ g .

Abb. 25: Ratte
STAT3 Diinndarm

Abb. 29: Ratte
R2 GI. submandibularis

Abb. 33: Mensch

STAT1 Inselzellaparat

Abb. 37: Mensch
JAK1 Milz

X R
?‘”3"{

Abb. 22: Ratte

IFN-y Oesophagus

Abb. 26: Ratte
STAT2 Colon

Abb. 30: Ratte
STAT2 Inselzellaparat

Abb. 34: Ratte
STAT1 Leber

Abb. 38: Ratte
IFN-y Haut

Abb. 23: Ratte

R2 Magen

Abb. 27: Mensch

IFN-y Magen

Abb. 31: Ratte
STAT1 Inselzellaparat

Abb. 35: Ratte

Ra Thymus

Abb. 39: Ratte
JAK1 Haut

Abb. 24: Ratte

STAT3 Diinndarm

Abb. 28: Mensch
R1 Colon

Abb. 32: Ratte
STAT2 Pankreas

Abb. 36: Ratte
IFN-y Milz

Abb. 40: Mensch
STAT2 Haut



Bildanhang

62

5.3 Konstitutive
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6 DISKUSSION

6.1 Konstitutive Zytokinexpression

Die vorliegende Arbeit demonstriert die differenzierte konstitutive Expression von IFN-y
und seinen signaltransduziernden Komponenten in normalem Rattenlungengewebe und
12 weiteren Organen der Ratte. Zusatzlich wurde die Expression von IFN-y, seinem
Rezeptorkomplex, den Januskinasen 1 und 2, sowie STAT1, 2 und 3 in einer
reprasentativen Auswahl humaner Gewebeproben aus Lunge, Trachea, Herz,
Pankreas, Leber, Magen, Duodenum, lleum, Kolon, Milz und Haut untersucht und mit
den Rattenorganen verglichen.

Weder war die konstitutive Expression in allen untersuchten Organen anzunehmen,
noch war ein ausflhrliches Profil zellularer Lokalisation flr diese Mediatoren bisher
erstellt worden.

Die aktuelle Datenlage fur die Expression von IFN-y beschrankte sich bisher im
Wesentlichen auf Zelltypen des hamatopoetischen Systems. Meist wurde IFN-y nach
unterschiedlicher Stimulation in immunkompetenten Zellen (Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten, natiirlichen Killer-Zellen, T-Helfer-Zellen, etc.) detektiert®®°. Fiir NK- und
NKT-Zellen ist zudem eine konstitutive Expression von IFN-y anzunehmen®. Neuere
Arbeiten demonstrierten jedoch erstmalig auch die Expression in anderen Zell- und
Gewebetypen. Folkerth et al. zeigte z.B. fUr die periventrikulare Leukomalazie (PVL)
neben Makrophagen im Bereich der nekrotischen Areale auch IFN-y-positive Astrozyten
im Bereich des Marklagers''®. Die Arbeitsgruppe um Pawankar et al. fand eine
Hochregulation von IFN-y nach Stimulation im Innenohr ihrer Versuchstiere im Bereich
der Perilymphe und Oberflachenmembran des kndchernen Labyrinths, dem
Ligamentum spirale cochleae, suprastrial der Stria vascularis und bei den kleinen
Venen der Schneckenspindel und den mittleren Venen der Cochlea''®. Ein weiterer
Nachweis von IFN-y gelang Reddy et al. in murinem Pankreas nach Stimulation mit
Cyclophosphamid'?®. Neben Makrophagen, CD4* und CD8*-T-Lymphozyten zeigte ein

Teil der p—Zellen in den Langerhans’schen Inseln eine schwache Farbung fir IFN-y.
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Ebenso war das Endothel einiger Gefalke der Langerhans’schen Inseln und des
exokrinen Pankreas gefarbt'?.

Uberdies konnte hier gezeigt werden, dass eine Vielzahl weiterer Zelltypen signifikante
Quellen von IFN-y darzustellen scheinen. Die Oberflachenepithelien der Lunge, des
Gastrointestinaltraktes (GIT) und die Folikelepithelien der Haut zeigten die deutlichste
Farbung innerhalb der einzelnen Gewebekompartimente fur IFN-y. Dabei war eine
abnehmende Tendenz der Kkonstitutiven Expression des respiratorischen
Bronchialepithels von tracheo-proximal nach distal basal zu sehen. Die Drusen- und
Gangepithelien der entsprechenden Organe waren geringgradig schwacher gefarbt. Die
ubrigen Drusen- und Gangepithelien zeigten, bis auf die mukdsen Anteile der Glandula
submandibularis, die keine Farbung aufwies, einen Nachweis von IFN-y.

FUr Epithelien ist bisher weder eine konstitutive noch eine post-stimulatorische
Expression von IFN-y beschrieben. Jedoch ist z.B. fur das Bronchialepithel bekannt,
dass es in der Lage ist, Pathogene zu erkennen und mit der Expression
proinfammatorischer Zytokine zu reagieren, um somit zu der Rekrutierung und
Aktivierung klassischer Immunzellen beizutragen'''?2. Da IFN-y z.B. neben der

70,71 noch andere weitreichende

Induktion chemotaktischer ~ Substanzen
immunmodulatorische Fahigkeiten besitzt*’*°, ware eine konstitutive Expression an
Oberflachenepithelien, welche als erste das Eindringen von Pathogenen erkennen
kdnnen, als sinnvoll zu erachten.

Neben einer gut sichtbaren Farbung fur das exokrine Pankreas waren einzelne Zellen
innerhalb der Langerhans‘schen Inseln, die sich mit einer deutlichen Farbereaktion fur
IFN-y, R1 und STAT1 vom umgebenden Gewebe abhoben, auffallig. Ob es sich dabei
um die konstitutive Expression von IFN-y in f—Zellen der Langerhans‘schen Inseln oder
einzelne Lymphozyten handelt, muf} in weiteren Untersuchungen geklart werden.

Dass IFN-y in chronischen Autoimmunerkrankungen, wie z.B. dem juvenilen Diabetes
mellitus, eine wesentliche Rolle spielt, wird auch von anderen Arbeitsgruppen
gestiitzt'®. So unterstiitzen die hier prasentierten Ergebnissen die Daten von Reddy et
al., die ebenfalls IFN-y in den Langerhans‘schen Inseln nachweisen konnten'?. Sie
unterstreichen die Hypothese, dass IFN-y moglicherweise eine SchlUsselrolle in der
Entwicklung eines juvenilen Diabetes mellitus spielen konnte.

Die Gefallmuskulatur der teilmuskularisierten Gefalle der Lunge zeigten eine diskrete

Farbung flr IFN-y, wahrend die Ubrige GefalBmuskulatur ebenso wie die glatte
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Muskulatur von Trachea und Gastrointestinaltrakt keine Farbung zeigte. Das
Gefallendothel der Lunge und des GIT waren mittel bis stark gefarbt, die Endothelien
der Ubrigen Organe waren schwach gefarbt. Im Bereich der Lunge zeigte sich dartber
hinaus eine Zunahme der Farbeintensitat in Richtung der Kapazitatsgefalle. Fur das

Endothel kleiner Venen im Innenohr'"®

und einiger Gefalle der Langerhans’schen Inseln
und des exokrinen Pankreas'®® konnte nach Stimulation eine Expression von IFN-y
beschrieben werden. Da der Fokus dieser Untersuchungen nicht auf endothelialer
Expression von IFN-y lag, stehen diese Ergebnisse nicht in unmittelbarem Widerspruch
mit den hier erhobenen Daten, da methodische Unterschiede wahrscheinlich sind.
Dennoch wuirde auch fur Endothelien, vor allem in Bereichen anatomischer Nahe zu
den Oberflachenepithelien, wie z.B. in der Lunge, die Freisetzung von Chemo- und
Zytokinen Sinn machen, vor allem wenn Pathogene die epitheliale Schranke
uberwinden konnten.

Dies trifft ebenfalls und in besonderem Malde fur Alveolar-Makrophagen zu, bei denen
eine starke Farbeintensitat fur IFN-y zu beobachten war, da sie wohl die bedeutensten
Abwehrzellen des Alveolarraums darstellen*®#%'23. So konnte von Cappelli et al. neben
einer basalen mRNA Expression von IFN-y in humanen Makrophagen vermehrt IFN-y
mRNA nach Infektion mit einem klinisch gewonnenen, virulenten M. tuberculosis-
Stamm gezeigt werden'®. Die Proteinexpression von IFN-y nach Infektion war, im
Vergleich zu einem avirulenten Laborstamm, um das 3-fache erhoht.

Einzelne Zellen im Septum, die nach Lage, GroRe und Morphologie am ehesten
alveolaren Typ llI-Zellen entsprachen, Ubertrafen die AM an Farbeintensitat. Typ II-
Zellen sind fur etliche Funktionen, wie die Regulation des pulmonalen Surfactant

h'??2, so dass die

Systems oder den Ersatz verletzter Typ I-Zellen, verantwortlic
Madglichkeit einer IFN-y-Expression dieser funktional wichtigen Zellen realistisch
erscheint. Ob es sich jedoch wirklich um alveolare Typ ll-Zellen handelt, muss, z.B.
durch immunhistologische Doppeltypisierung, noch geklart werden.

Ebenso zeigte sich eine intensive Farbung fur einzelne Lymphozytenpopulationen in
Milz und Thymus. Eine spezifische Zuordnung dieser einzelnen Zellen leukozytaren
Ursprungs ist allein anhand der Kernmorphologie und ohne immunhistologische
Doppeltypisierung nur eingeschrankt moglich. Anhand der Lokalisation konnten diese
einzelnen Zellen NK-Zellen sein, fur die eine konstitutive Expression angenommen

werden kann®®. Das jedoch nur einige wenige dieser in der Milz haufig vorkommenden
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NK-Zellen hier vermehrt IFN-y expremieren koénnten, lasst sich nach aktuellem
Kentnisstand nicht erklaren. Dennoch kénnen diese Zellnester ein weiterer Hinweis auf
die aulerordentliche Funktion von IFN-y in diesem Organ sein, da IFN-y flr die
Differenzierung, Proliferation und Apoptose von Th-Zellen eine bedeutende Rolle
spielt'®.

Die Ubrigen lymphatischen Strukturen prasentierten eine schwache bis keine Farbung.
Diese Tatsache steht in gutem Einklang mit der aktuellen Datenlage, bei der eine IFN-y
Expression fur die entsprechenden Lymphozyten nur nach Stimulation beschrieben
wurde®¥%°,

Im Gegensatz zu IFN-y ist die konstitutive Expression seines Rezeptors besser
untersucht. Fur IFN-yR1, der mit einer hohen Affinitdt an IFN-y bindet, wird eine
konstitutive Expression auf nahezu allen kernhaltigen Zellen beschrieben’. Bei IFN-

h8284 ist. beschranken sich

vR2, der fur die Transduktion des IFN-y Signals obligatorisc
die Angaben Uber seine zellularen Verteilung hauptsachlich auf murine und humane
T-Lymphozyten'®. Dabei konnte in diesen Verdffentlichungen die Bedeutung des
IFN-yR2 als Stellglied der IFN-y-vermittelten Antwort von T-Lymphozyten gezeigt
werden.

In dieser Arbeit erfolgte nun eine differenzierte histologische Untersuchung der
konstitutiven Expression beider Rezeptoruntereinheiten.

Bis auf wenige Ausnahmen zeigten die beiden Rezeptoruntereinheiten ein ahnliches
Farbeverhalten im Vergleich zu IFN-y fur die Oberflachen-, Driisen- und Gangepithelien,
fur die glatte und GefaRmuskulatur und die Zellen des Immunsystems. So war ein Abfall
der Farbeintensitat innerhalb des respiratorischen Bronchialepithels nicht zu erkennen.
Der IFN-yR1 zeigte ebenso wie das Zytokin einzelne Zellen innerhalb der
Langerhans'schen Inseln, die sich mit einer deutlichen Farbereaktion vom umgebenden
Gewebe abhoben. Bei deutlicher Farbung der Langerhans‘schen Inseln fir den R2
konnten sich jedoch keine einzelnen Zellen farberisch absetzen. Die einzelnen Zellen
mit hochpositiver Farbung fur IFN-y im Thymus und der Milz waren auch fur den
Rezeptor im Vergleich zum umgebenden Gewebe stark gefarbt.

Ob diese Expressionsmuster fur das Pankreas und die einzelnen Zellen in Thymus und
Milz einen Hinweis auf (auto-)regulatorische Mechanismen geben, muss in weiteren

Studien untersucht werden.
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Ein deutlicher Unterschied im Farbeverhalten von Zytokin zu Rezeptoruntereinheiten
und innerhalb der Rezeptoruntereinheiten zeigte sich fur die Gefallendothelien.
Wahrend IFN-yR2 fur alle Gefalde zumindest eine deutliche bis starke Farbung zeigte,
variierte die Farbeintensitat fir IFN-yR1 innerhalb der einzelnen Organe. Fir samtliche
Gefalde innerhalb der Lunge zeigte sich eine schwache Farbung. Eine Farbung des
Endothels der ubrigen Organe konnte jedoch fur die Rezeptoruntereinheiten 1 nicht
nachgewiesen werden. Fur das hier untersuchte humane Gewebe zeigte sich ein
identisches Farbeverhalten fir den Rezeptor mit jedoch meist reduzierter
Farbeintensitat. Einzige Ausnahme bildete der IFN-yR1, der auch flr das
GefalRendothel der humanen Lunge keine Farbung zeigte. Dazu ist anzumerken, dass
die geringfugigen Unterschiede innerhalb der Spezies auf unterschiedliche
Verarbeitungszeiten der Gewebe beruhen kdnnten. So waren fur Organentnahmen aus
der Ratte optimale Bedingungen mit sofortigem Gefrieren der Proben anzunehmen,
wahrend es nach der Entnahme humaner Gewebeproben zu zeitlichen Verzégerungen
bis zu einer halben Stunde kommen konnte.

Einige der hier erhobenen Ergebnisse, vor allem in Bezug zur Endothelfarbung, stehen
damit im Widerspruch zu der Veroffentlichung von Valente et. al, in der eine starke
Farbung fur die Endothelien groRer, mittlerer und kleiner Gefalde in humanem Gewebe,
ohne Differenzierung der Organzugehorigkeit, beschrieben wird”®. Ebenso zeigt sich
dort eine deutliche Farbung fur die glatte Muskulatur des GIT und die Gefalimuskulatur,
welche in dieser Arbeit nicht nachvollzogen werden konnte.

Die einzelnen Zellen mit hochpositiver Farbung im Thymus und der Milz fanden in
dieser Publikation ebenfalls keine Bestatigung. Die anderen, in beiden Arbeiten
untersuchten Strukturen wiesen jedoch ein nahezu idfentisches Farbeverhalten auf.

Zu den Unterschieden ist zu sagen, dass die Ergebnisse von Valente et al. noch vor der
Erstbeschreibung der Rezeptoruntereinheiten 2 veroéffentlicht wurden, so dass eine
klare Differenzierung des Farbeverhaltens von IFN-yR1 und R2 dort nicht beschrieben
werden konnte. Sollten die verwendeten Antikorper dieser Arbeit sowohl an R1 wie
auch an R2 binden, wurde sich der Unterschied zu den hier erhobenen Daten auf die
glatte und GefalRmuskulatur reduzieren, was auf unterschiedliche immunhisto-
chemische Verfahren zurickzufuhren sein kénnte. In der aktuellen Diskussion wird
jedoch die Arbeit von Valente et al. mit der Rezeptoruntereinheit 1 gleichgesetzt'?'%,

obwohl dies aus der Veroffentlichung nicht eindeutig hervorgeht.
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Andererseits birgt die hier gezeigte konstitutive Expression der Rezeptoruntereinheiten
weitere Moglichkeiten der zellularen Regulation von IFN-y. Fir humane Lymphozyten ist
bekannt, dass die Kombination einer hohen R1-Expression bei gleichzeitig geringem
R2-Niveau zur Proliferation derselben fuhrt, wahrend es zur Apoptose der T-
Lymphozyten kommt, wenn beide Rezeptoruntereinheiten stark expremiert werden. Ein
weiteres Beispiel ist die Differenzierung von Th1- und Th2-Zellen durch IFN-y, wobei
sich die Th1-Subpopulation durch das Fehlen von IFN-yR2 auszeichnet™.

Eine mogliche Hochregulation in vivo des R1 auf Gefallendothelien unter
entsprechender Stimulation und gleichzeitiger autokriner Expression von IFN-y, z.B.
stimuliert durch IL-12 und IL-18, aus dem Endothel (siehe oben) kdnnte eine effektive
Kontrolle der leukozytaren-endothelialen Interaktion darstellen, bei der IFN-y, via
Hochregulation der Integrin-Liganden ICAM-1 und VCAM-1 auf Endothelzellen, eine
bedeutende Rolle zugeschrieben wird’?. Pestka et al. postulierten diesbeziiglich, dass
die Anwesenheit zweier unterschiedlicher Rezeptoreinheiten eine effektivere Kontrolle
und Feinabstimmung in der Antwort auf den entsprechenden Liganden erméglichen'?’.
Den genaue Mechanismus und die Regulation dieses Prozesses gilt es in
weiterflihrenden Untersuchungen zu klaren.

Der JAK/STAT-Signaltransduktionsweg stellt einen Hauptmechanismus der
Signalibermittlung fur eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren und Zytokinen dar®®®, Die
Aktivierung dieser Signalkaskade hat weitreichenden Einfluss auf die Proliferation und
Differenzierung von Zellen, bis hin zur Apoptose, und spielt ebenso eine bedeutende
Rolle bei der Zellmigration®®'?®. Bisher haben sich kaum Arbeiten mit der zelluldren
Lokalisation von JAK1 und 2 beschaftigt, so dass ein ubiquitares Vorkommen zwar
angenommen wird, aber bisher noch nicht nachgewiesen wurde'®. Fir die
Januskinasen nahmen wir ein Expressionsprofil an, welches eng mit der Verteilung des
IFN-yR korreliert, da die korrespondierenden Rezeptoruntereinheiten mit den
Januskinasen eine funktionelle Einheit bei der Signaltransduktion darstellen®”"*°. So
entsprach das Expressionsprofil bis auf wenige Ausnahmen dem Verteilungsmuster der
Rezeptoruntereinheiten. Ebenso verhielt es sich fur die Farbeintensitat innerhalb der
einzelnen Gewebekompartimente.

Im Gegensatz zu seiner korrespondierenden Rezeptoruntereinheit R1 zeigte JAK1 eine

deutliche Farbung aller Endothelien unabhangig der Organlokalisation. Fur die glatte
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und die Gefallmuskulatur waren sowohl Ausdehnung als auch Intensitat beider
Januskinasen etwas deutlicher wie fur das Zytokin und seinen Rezeptor.
Zum einen kann diese Konstellation ein Hinweis fur eine mogliche Regulation auf

t94

Ebene des Rezeptors, wie flir T-Lymphozyten bereits bekannt™, sein, zum anderen ist

im Bereich dieser Strukturen eine Assoziation der beiden Januskinasen mit anderen
Zytokinrezeptoren méglich'3'1%2,

Der JAK/STAT-Signalweg wird von einer Vielzahl von Zytokinen benutzt, wobei
entsprechend dem Zytokin spezifische STAT’s phosphoryliert werden''32 STAT1
stellt dabei den hauptsachlichen Signaliibermittler fiir IFN-y dar’®®’, wihrend STAT1
und STATZ2 durch Aktivierung des IFN-o Rezeptors aktiviert werden kdnnen®” 194,
STAT3 hingegen wird iiber IL-6 und andere gp130 verwandte Zytokine aktiviert'®. Bei
all diesen Signalwegen spielt die Januskinase 1 eine bedeutende Rolle’®, da JAK1,
meist in Kombination mit einer weiteren Tyrosinkinase, fur die Phosphorylierung und
damit Aktivierung der drei hier untersuchten STAT-Proteine verantwortlich ist'"32
Damit war eine der Januskinase 1 ahnliche Lokalisation fur alle drei STAT's
anzunehmen. Da die hier untersuchten STAT-Proteine Uber diese drei Zytokin-
vermittelten Signalkaskaden hinaus an einer Vielzahl Mediator-vermittelter Prozesse
beteiligt sind, ist von einer weiterreichenden zellularen Expression in eukaryonten
Zellen auszugehen. Daher wurden in dieser Arbeit ausfuhrliche histologische
Untersuchungen uber die konstitutive Expression dieser Signalfaktoren in vivo
durchgefihrt.

Die konstitutive Expression von STAT1 ergab ein kongruentes Bild mit dem Zytokin,
seinem Rezeptor und den beiden Tyrosinkinasen. So zeigte sich fur STAT1, ebenso wie
fur die beiden Rezeptoruntereinheiten und die beiden Januskinasen, eine deutliche
Farbung der Oberflachenepithelien, mit Abnahme der Expression bei den Drisen- und
Gangepithelien. Die einzelnen Zellen im Septum, der Langerhans'schen Inseln sowie
Thymus und Milz zeigten ebenfalls eine vom Ubrige Gewebe deutlich abgehobene
Farbung. Bemerkenswert ist, dass das Expressionsmuster von STAT1 dem des
Rezeptor 1 am ahnlichsten ist. So war fur die Endothelien der Lunge eine schwache
aber deutliche und fur die Endothelien des Gastrointestinaltraktes keine Farbung zu
detektieren.

Fir das aktivierte STAT-Protein zeigte sich eine hohe Aktivitdt im Bereich der

proximalen und distalen Bronchialepithelien, sowie der Alveolarmakrophagen und der
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einzelnen Zellen im Septum. Die Gefallendothelien waren im Vergleich dazu und im
Vergleich zur inaktiven Form deutlich schwacher detektiert.

Zytokine, sind in der Lage, parakrine, autokrine und endokrine Effekte zu erzielen.
Dabei konnen sie in geringsten Konzentrationen durch Bindungen an hochaffine
Rezeptoren, wie hier zum Beispiel den IFN-y Rezeptor, ihre Wirkung entfalten. Fir
IFN-y sind autoregulatorische Mechanismen bekannt, wie zum Beispiel die
Verminderung der Oberflichenexpression seines eigenen Rezeptors®® oder die
Stimulation von T-Lymphozyten zur IFN-y-Produktion, die wiederum STAT1 abhangig
ist'®,

Zudem gibt die ubiquitare Expression des IFN-y Rezeptors, wie schon in der Studie von
Valente et al.”® beschrieben, einen Hinweis auf eine weit groRere konstitutive
Produktion seines Bindungspartners. Auch spricht die konstitutive Expression von
phosphoryliertem STAT1, wie in dieser Studie gezeigt, fur eine physiologische
Bedeutung der Interferone, da STAT1 hauptsachlich fur die Signaltransduktion der
Interferone verantwortlich ist®%°"1%,

Die zellulare Expression des Zytokines zeigte eine groe Ubereinstimmung mit beiden
Rezeptoruntereinheiten R1 und R2. So waren die Epithelzellen aller hier untersuchten
Organsysteme sowohl fur IFN-y wie auch fur R1 und R2 positiv gefarbt. Die zellulare
STAT1-Expression korreliert wiederum eng mit der Rezeptorverteilung. Diese
Erkenntnisse legen die Vermutung nahe, dass die Expression des IFN-yR auf einer
Zelle die IFN-y-vermittelte Signaltransduktion dort ermdglicht und die physiologische
Rolle dieses Zytokins unterstreicht.

STAT1 konnte, mit Ausnahme der Endothelien, nur in Zellen detektiert werden, auf
denen ebenfalls die Rezeptoreinheit 1 auf der Oberflache expremiert wird. Dieser
,Missmatch“ beschrankt sich ausschliellich auf Endothelzellen, wobei auch in den
Endothelien aktiviertes STAT1 zu detektieren war. Nicht auszuschlie3en ist, dass sich
in diesen Zellen der IFN-yR1-Gehalt unter der immunhistochemischen Nachweisgrenze
befindet oder die Regulation der Rezeptoruntereinheit, wie oben diskutiert, hier die
fuhrende Rolle spielt.

In der Zusammenschau unterstutzen diese Ergebnisse die Vermutung, dass die
IFN-y-vermittelte Signaltransduktion in Epithelien und Endothelien des gesamten
Organismus eine physiologische Bedeutung hat. Betrachtet man nun im Speziellen das
pulmonale Expressionsmuster dieser zwei fur das ARDS bedeutende Zelltypen, so zeigt
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sich eine enge Korrelation der Ratte mit den fir humane Lungen erhobenen Daten.
Dies wiederum legt eine physiologische Bedeutung von IFN-y und dessen down-
stream-Komponenten im Menschen nahe.

STAT2, das ebenso wie STAT1 zur Signalubermittlung der Typ I-Interferone via der
IFN-o/B-Rezeptoren unter zu Hilfenahme der Tyrosinkinasen JAK1 und Tyk2 aktiviert
wird'% zeigte ein konstitutives Expressionsmuster, welches eng mit der Tyrosinkinase
JAK1 und seinem Komplexbildner STAT1 assoziiert war. Dies galt in gleichem Mal3e fur
murines wie fir humanes Gewebe. Es war eine deutliche Farbung der
Oberflachenepithelien mit Abnahme der Expression bei den Drisen- und
Gangepithelien zu sehen. Einzelne Zellen im Bereich der Langerhans'schen Inseln
konnten im Gegensatz zu STAT1 nicht gefarbt werden, jedoch zeigte sich eine mittlere
Farbung fur die gesamten Langerhan’schen Inseln. Auch fur IFN-a wird eine, vor allem
nach Virusinfektionen, potentielle Rolle bei der Entstehung eines juvenilen Diabetes
diskutiert134, was durch die hier erhobenen Daten nicht ausgeschlossen werden kann.
Einzelne Zellen im Thymus und der Milz konnten ebenso wie bei STAT1 mit deutlicher
Expression nachgewiesen werden. Dies stellt keinen Wiederspruch zu der oben
diskutierten These, dass diese Zellen NK-Zellen sind, dar, da IFN-o in der Lage ist, NK-
Zellen via IL-15 Expression zu aktivieren'.

Zur weiteren Untersuchung der Bedeutung und Funktion der STAT-Proteine wurden
entsprechende k.o.-Mause fir jedes dieser Proteine generiert. Fir STAT3 zeigte sich
eine nicht lebensfahige k.0.-Maus'®, so dass fiir einen weiterfiihrenden
Informationsgewinn unterschiedliche Zelllinien mit funktioneller Inaktivierung des
STAT3-Gens entwickelt wurden. Im wesentlichen handelte es sich hier um T-Zellen'®,
Keratinozyten'®, die komplette Leber'® sowie Mono- und Granulozyten'®”. Zusatzlich
sollte hier noch erwahnt werden, dass vor allem STAT1 und STAT3, neben STATS,
eine nicht unwesentliche Rolle bei der Onkogenese einiger Tumoren zu spielen
scheinen: So wird zum Beispiel berichtet, dass die erhdohte Aktivitat von STAT3 in
Tumorzellen die Proliferation und Anti-Apoptose derselben unterstlitzen, wahrend die
reduzierte Aktivitat von STAT1 haufig mit hochmalignen Tumoren assoziiert wird"’,
Dabei zeigte STAT3 unter anderem erhdhte Aktivitat beim hepatozellularen Karzinom,
dem Malignen Melanom, in Tumoren des Pankreas, des Magens, des Dickdarms und
der Lunge'®. Zusatzlich wird bei Inaktivierung von STAT1 ein vermehrtes Auftreten von

Tumoren, sowohl spontan als auch chemisch induziert, beobachtet'®. Fiir alle hier
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analysierten Organe zeigte sich eine ausgepragte Expression beider
Transkriptionsfaktoren, was mit der hohen physiologischen Bedeutung dieser beiden
Signalfaktoren korreliert'81%.

Ebenso wie JAK1 war auch STAT3 am starksten in den Oberflachenepithelien von
Lunge, Magen-Darm-Trakt und der Haut expremiert, wobei im humanen Gewebe eine
intensivere Farbung fur STAT3 im Vergleich zu STAT1 zu sehen war. Ein deutliche
Detektion war auch in den einzelnen Zellen der Lunge, inklusive der
Alveolarmakrophagen, des Thymus und der Milz zu sehen, wobei fur JAK1 in der
humanen Milz bis auf einzelne Zellen keine Farbung zu sehen war, wahrend STAT3 bis
auf die Sinusoide der humanen Milz ubiquitar prominente Farbungen zeigte. Drisen-
und Gangepithelien waren schwacher gefarbt. In dem endogenen Pankreas der Ratte
war keine prominente Farbung einzelner Zellen zu sehen, wahrend fur das humane
Gewebe, ebenso wie bei STAT1, deutlich einzelne Zellen innerhalb der
Langerhans'schen Inseln erkennbar waren. Diese Daten korrelieren gut mit den
vorhandenen Publikationen, die Uber STAT3-Lokalisation und physiologische bzw.
pathophysiologische Aktivitat in Haut, Leber, Pankreas, Gastrointestinaltrakt, Dickdarm,

107-109;136;138 und

Lunge und unterschiedlichen Leukozytenpopulationen berichten
erhdhen die Evidenz fir eine ausgepragte physiologische Bedeutung der STAT-
Proteine.

Ebenso unterstutzt wird dies durch die Beobachtung, dass auch aktiviertes STAT3 in
der Rattenlunge nachweisbar war. Dabei zeigte sich, dass fur alle Strukturen, die fur
STAT3 eine Farbung aufzeigten, eine konstitutive Phosphorylierung und damit
Aktivierung unterschiedlichen Ausmal3es zu sehen war. So war fur das phosphorylierte
STAT3 eine ahnlich hohe Aktivitat im Bereich der proximalen und distalen
Bronchialepithelien im Vergleich zu nicht-phosphoryliertem STAT3 zu sehen. Die
Alveolarmakrophagen und einzelnen Zellen im Septum waren im Vergleich dazu und im
Vergleich zur inaktiven Form schwacher, die GefalRendothelien deutlich schwacher
detektiert.

Die Oberflachenepithelien des Respirations- und Gastrointestinaltraktes stellen eine
naturliche Grenze des Korpers dar, die, gleich der Haut, permanent exogenen Stimuli
ausgesetzt sind. Neben der Nahrungsaufnahme und der normalen Bakterienflora
spielen dabei auch inhalative Noxen eine wesentliche Rolle. Somit deutet die
prominente konstitutive Expression von IFN-y, seinem Rezeptor und dessen

Signalkaskade im Bronchialepithel und im intestinalen Epithel auf eine
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pathophysiologische Bedeutung wahrend Genese und Verlauf infektioser Erkrankungen
hin. Zudem deuten die breite Expression und die konstitutive Phosphorylierung von
STAT1 wund 3 im Bereich der Bronchialepithelien auf eine potentielle
immunmodulatorische Bedeutung bereits unter physiologischen Bedingungen hin.

Abschlie®end ist zu erwahnen, dass sich die hier beobachtete zellulare Expression
murinen Materials mit der Expression im humanen Gewebe weitestgehend deckt. Dies
unterstreicht die besondere Bedeutung experimenteller Wirbeltiermodelle bei der
Erforschung physiologischer und pathophysiologischer Vorgange und scheint evidente

Vergleiche mit dem Menschen zu ermdglichen.

6.2 Vergleich LPS exponierter Rattenlungen

Neben der konstitutiven, pulmonalen Expression von IFN-y und seinen
signaltransduzierenden Komponenten in normalem Rattenlungengewebe konnte die
zellulare Regulation LPS-exponierter Rattenlungen bis zu zwei Stunden untersucht
werden. Erganzend wurden-LPS exponierte Rattenlungen im selben Versuchsaufbau
mit und ohne Plasma perfundiert und verglichen. Unabhangig von der Zugabe von
Plasmafaktoren zum Pufferperfusat der isoliert perfundierten Lungen war die basale
Expression der hier untersuchten Proteine fur alle drei LPS-freien Gruppen
(physiologische Lungen, -/+ Plasma) in ihrem Farbeverhalten nahezu identisch und es
zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede.

Es ist allgemein anerkannt, dass wesentliche inflammatorische Reaktionen des

32-3539 " Dabei wird

Organismus auf LPS-Stimulation Uber TLR4 vermittelt werden
zunehmend deutlich, dass zur kompletten Ausbildung der angeborenen Immunantwort
eine Reihe von Zytokinen induziert werden miissen.

Bei der angeborenen Immunitat induziert IFN-y unter anderem Chemokine wie IP-10,
MIP-1a. und 1B, RANTES und MCP-1%"'. Diese werden von Lymphozyten,
Makrophagen, Endothelzellen und anderen sezerniert und fihren zur Chemotaxis von
PMN’s, Monozyten und Lymphozyten’®’". Eine Verstarkung erfahrt die Induktion dieser
Chemokine im Synergismus mit TNFo und IL-18"%"". Bei der erworbenen Immunitét hat
IFN-y Effekte auf die Differenzierung von Th 1-Zellen und unterdruckt die Zytokinantwort

von Th 2-Zellen*. Diese Eigenschaften lassen vermuten, dass IFN-y auch eine zentrale
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Rolle im Rahmen der angeborenen Immunantwort spielt und wesentlich an der
Initiierung subsequent erworbener Immunantwort teilhat'*’.

IFN-y scheint ebenfalls eine wesentliche Rolle bei der Ausbildung einer schweren
Sepsis mit Multiorganversagen und erhohter Letalitat zu spielen: So zeigten Moore et
al. im Vergleich zwischen einer pulmonalen versus einer systemischen Infektion mit
Klebsiella pneumoniae bei IFN-y” knock-out-Mausen eine verminderte pulmonale
Clearance der Mikroorganismen und erhohte Letalitat bei der Pneumonie, wahrend sich
bei der systemischen Infektion geringere Bakterieamie und Leberschadigung, sowie
verbessertes Uberleben zeigte?. In einem neueren in vivo-Maus-Modell von Spérri et
al. wird IFN-y als Schlissel-Zytokin nach L. pneumophila-Infektion beschrieben, wobei
das fehlen von NK-Zellen oder dem IFN-y-Rezeptor zu einer schweren, nicht mehr
kontrollierbaren Infektion fiihrte™.

Betrachtet man nun die fur IFN-y erhobenen Ergebnisse, so zeigt sich eine Abnahme
der Farbeintensitat im Bereich der distalen Bronchialepithelien, die unter Zusatz von
Plasmafaktoren statistisch signifikant sind. Ebenso war dies fur Alveolarmakrophagen,
unabhangig von der Zugabe ldslicher Plasmafaktoren, zu sehen, und konnte flir eine
Zytokinausschuttung beider Zelltypen nach Stimulation sprechen.

Der IFN-y-Rezeptor zeigte keine wesentlichen Veranderungen. Bei der
Rezeptoruntereinheit 1 war eine tendenziell leichte Zunahme der Farbeintensitat fur
samtliche Endothelien unter Zusatz von Plasmafaktoren zu sehen, wahrend R2 keine
wesentlichen Veranderungen fur stimulierte Lungen, mit oder ohne Plasma, zeigte.
IFN-yR1 ist die Rezeptoruntereinheit, deren Eigenschaft die hohe Affinitdt des
Rezeptors darstellt, wahrend die B-Kette fur die Transduktion des IFN-y Signals
obligatorisch ist®*®*. Die Anpassung der Rezeptorexpression stellt einen Mechanismus
dar, lber welchen eine Zelle seine Sensitivitidt gegeniiber IFN-y verandern kann®.
Dieser Mechanismus wurde durch Unterschiede in der biologischen Antwort von Zellen
entdeckt, die unterschiedliche Mengen von IFN-yR1 expremierten®. Solche
autoregulatorischen Mechanismen sind zum Beispiel flr die Verminderung der
Oberflachenexpression seines eigenen Rezeptors®, oder die Stimulation von
T-Lymphozyten zur IFN-y Produktion, welche STAT1-abhangig ist, beschrieben.

Far JAK2 ist eine Aktivierung (Phosphorylierung) — keine vermehrte Expression —
innerhalb von Minuten bis Stunden unter LPS-Stimulation in vitro und in vivo

beschrieben'##145,
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Sowohl beide hier untersuchten Januskinasen als auch STAT1 zeigten keine
signifikanten Veranderungen unter Stimulation. Auch konnte keine vermehrt
Phosphorylierung von STAT1 gezeigt werden, so dass das Expressionsniveau von
phosphoryliertem STAT1 in allen Zellkompartimenten konstant blieb.

Als einzige Ausnahme ist die signifikante Hochregulation fir JAK1 im Bereich der
Bronchialmuskulatur und des lymphatischen Gewebes erwahnenswert. Fur die
Expression von JAK1 sind keine Untersuchungen nach LPS-Stimulation zu finden. Die
Arbeitsgruppe um Okugawa hingegen konnte in einem in vitro Modell fur Makrophagen
(RAW264.7) zeigen, das unter LPS-Stimulation auschlieBlich JAK2 phosphoryliert
wurde, wobei JAK1 keine Aktivierung erfuhr'#.

Eine Induktion von IFN-y durch LPS in der Frihphase (bis 2 Stunden) der pulmonalen
gram-negativen Infektion ist auf Grundlage der hier erhobenen Daten nicht zu sehen.
Far TNFa jedoch konnte in diesem Modell in diesem Zeitraum bereits eine signifikant
vermehrte Proteinexpression und Sekretion gezeigt werden®®. Somit stellt sich die
Frage, ob IFN-y durch LPS in vivo wie andere proinflammatorische Zytokine via TLR4
und MyD88 induziert wird®, oder mittels IL-12 und IL-18%°, die beide durch LPS-
Stimulation expremiert werden®®°. |L-12 z.B. wird erst in einer spateren Phase nach
Endotoxamie, mit einem Hoéhepunkt nach 8 Stunden, produziert'*®, was zeitlich gut zu
den Untersuchungen von Spoérri et al. passt, die eine erhdhte IFN-y Produktion nach 12
bis 16 Stunden feststellen konnten. Zur Klarung dieser Frage wiirde ein Modell mit
IL-12 und IL-18 k.0.-Mausen Sinn machen.

STAT2 zeigte einen deutlichen Anstieg der Farbeintensitat fur die Endothelien der
Hilusvenen und der teilmuskularisierten Gefalle. Das Endothel der Artereien zeigte
keine Dynamik. Unter Zugabe von Plasmafaktoren kam es flr das Endothel der
teilmuskularisierten Gefalde bereits nach 1 Stunde zur Hochregulation, wahrend fur das
Endothel der Hilusvenen eine vermehrte Detektion erst nach 2 Stunden moglich war.
Ob die Hochregulation des Proteins auch mit vermehrter Phosphorylierung korreliert,
muss in weiterfhrenden Studien untersucht werden. In Zusammenschau der Befunde
mit JAK1 erscheint eine Regulation des JAK-STAT-Pathways nicht nur Uber die
vermehrte Phosphorylierung der STAT-Proteine sondern auch Uber vermehrte
Expression der Molekule moglich.

Im Gegensatz zu STAT2 war fir STAT3 ein nahezu konstantes Expressionsniveau flr

alle Gruppen, unabhangig der Zugabe von Plasma, zu sehen. Jedoch zeigte sich,
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abhangig vom Plasma, eine vermehrte Phosphorylierung. Dabei war hier fur die
Gruppen ohne Plasma ein signifikanter Anstieg nur fur das Endothel teilmuskularisierter
GefalRe bei hoher Dosierung von LPS erkennbar, wahrend fur die anderen
Kompartimente keine Veranderung der Farbeintensitat sichtbar wurde. Fur die Gruppen
mit Plasma zeigte sich, neben einer vermehrten Aktivierung der Endothelien
teilmuskularisierter GefalRe, auch ein statistisch signifikanter Anstieg im Bereich der
Nervenfasern und im Bereich der einzelnen Zellen in den Alveolarsepten und in den
Alveolarmakrophagen. Fur das Endothel teilmuskularisierter Gefale und fur
Alveolarmakrophagen ist zu erwahnen, dass es hier bereits bei geringerer LPS-
Dosierung und nach einer Stunde zu einer wesentlichen Zunahme der Farbung kam.

Diese Daten stimmen gut mit der Veroffentlichung von Severgnini et al. Uberein, der
eine deutliche Aktivierung von JAK 2 und STAT3 innerhalb von Minuten bis Stunden

unter LPS-Stimulation in vivo beobachtete™*

. Severgnini et al. halt dabei eine
Aktivierung von STAT3 via LPS aufgrund von in vitro-Daten (Epithel und Endothel der
Lunge) fur unwahrscheinlich und favorisiert IL-6 als moglichen Kandidaten fur die
Aktivierung von STAT3'*. Da IL-6 die STATs lber JAK1 und 2 aktiviert'®"""*?, miisste
eine Phosphorylierung auch fur JAK1 stattfinden. Dies widerspricht den oben bereits
erwahnten Daten von Okugawa et al.,, die eine Aktivierung fur JAK1 unter LPS-
Stimulation nicht nachweisen konnten'®. Die aktuelle Datenlage unterstreicht die
Komplexitat des JAK/STAT-Pathways und macht weitere Untersuchungen nétig.

STAT1 und 3 werden aktuell im Rahmen der Diskussion Uber Tumorgenese (siehe
oben) als potentielle therapeutische Targets angesehen'""*¥% Dabej sollte bedacht
werden, dass es unter der Therapie mit zukunftigen STAT-Inhibitoren zu schweren
Komplikationen im Rahmen begleitender Infektionen kommen konnte. So beschreibt
Yoo et al. in einer Arbeit aus 2002 essentielle in vivo-Funktionen von STAT3 bei der
Antwort auf Endotoxin, was durch die hier erhobenen Daten unterstiitzt wird'*’. Dabei
kommt es nach selektiever Blockade der STAT3b Isoform in Mausen zu einer
verzdgerten Erholung nach septischem Schock und zu einer Uberempfindlichkeit
einiger endotoxin-induzierbarer Gene der Leber. Ebenso unerwlnschte Wirkungen
wurden zum Beispiel bei der anti-TNF-a-Therapie (Infliximab), die eine erhéhte Inzidenz
fir Tuberkulose zeigte, beobachtet'*®.

Wie bei Ermert et al., der in seinen Arbeiten Uber die Expression und Regulation von
Cyclooxygenase-2 am Modell der isolierten und perfundierten Rattenlunge ein

unterschiedliches Regulationsprofil der Cyclooxygenase -2 bei Lungen mit und ohne
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Plasma nach LPS Exposition zeigte, ist hier ein deutlicher Unterschied fir
phosphoryliertes STAT3 fur LPS-stimulierte Rattenlungen mit oder ohne Plasma zu
sehen''®. Dabei kdnnten die im Plasma vorhandenen Faktoren sCD14 und LBP, welche

d'®2' auch fur die hier

fur die LPS-Signaltransduktion von zentraler Bedeutung sin
gewonnenen Befunde wesentlich sein. So ist sCD14 fur die Aktivierung CD14-negativer
Zellen, wie z.B. Endothel, durch LPS von Bedeutung®. Andere Studien zeigten, dass
LPS zumindest teilweise in der Lage ist auch ohne CD14 an Zellen zu binden®'. Dies
scheint auch hier der Fall zu sein, wobei im Gegensatz zu plasmaperfundierten Lungen
eine Aktivierung des Endothels der teilmuskularisierten Gefalle erst unter erhdhter LPS-
Dosis stattfindet. Somit scheinen Plasmafaktoren einen Einfluss auf die Regulation der
in diesem Modell untersuchten Proteine zu besitzen.

Durch die Freisetzung von Chemo- und Zytokinen nach Pathogenkontakt tragen
Lungenepithelzellen zur Rekrutierung und Aktivierung von Immunzellen bei'?.
Gleichzeitig kommt es zur proentziindlichen Aktivierung des Endothels, welches sich in
direkter anatomischer Beziehung zum pulmonalen Alveolarepithel befindet''"'?2.
Betrachtet man die hier erhobenen Beobachtungen nach LPS-Stimulation in isolierten
Rattenlungen, so wird deutlich, dass besonders Endothelzellen der Lunge eine
Reaktion auf vaskular angebotenes LPS zeigen. Die Transkriptionsfaktoren STAT2 und
3 werden in diesen unter Stimulation vermehrt expremiert und erscheinen direkt
reguliert. In Bronchialepithelzellen ist eine Regulation fur IFN-y und STAT3 zu
beobachten. Dies unterstutzt die These, dass Endothel und Epithel nicht nur Zielzellen,
sondern auch Regulatoren bei inflammatorischen Prozessen darstellen kénnen'#"'22,
Somit erscheint die ausgepragte Expression in diesen wichtigen Zellkompartimenten

eines derart elementaren Zytokines wie dem IFN-y nur folgerichtig.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit demonstriert eine konstitutive Expression von IFN-y, seinem
Rezeptor, den Januskinasen JAK1 und JAK2, sowie den Transkriptionsfaktoren STAT1,
STAT2 und STAT3 in allen untersuchten Organen der Ratte. Dabei zeigte sich eine
differenzierte Expression auf zellularer Ebene, bei der die epithelialen und endothelialen
Zellen eine Detektion der Proteine aufwiesen und die Bedeutung dieser beiden
Zellkompartimente fur physiologische und pathophysiologische Vorgange unterstreicht.
Zusatzlich konnte fur die Endothelien eine Expression gezeigt werden, die auf
Regulationsmechanismen im Bereich des Rezeptors hinweisen. Einzelne Zellen mit
einer ausgepragten Immunreaktion im Bereich der Langerhan’schen Inseln stutzen die
potentielle Rolle von IFN-y in der Genese des juvenilen Diabetes, wahrend einzelne
Zellen mit starker Farbung fur IFN-y in der Milz weiter Fragen Uber die Rolle von IFN-y
fur physiologische Prozesse bei der T-Zell Entwicklung aufwerfen.

Vergleicht man nun die konstitutive =zellulare Expression zwischen normalen
Rattenlungen und humanen Lungengewebeproben, so =zeigt sich ein nahezu
identisches Expressionsprofil fir beide Spezies, soweit das begrenzt zur Verfligung
stehende humane Untersuchungsmaterial dies zulie. Das aus Operationspraparaten
gewonnene humane Gewebe liel3 nicht fur alle Strukturen der humanen Lunge eine
abschliellende Untersuchung zu. Dennoch lassen sich die diskreten Unterschiede
methodisch erklaren, so dass evidente Vergleiche zwischen den Spezies mdoglich
scheinen.

Unter Exposition isoliert-perfundierter Rattenlungen mit vaskularem LPS zeigte sich fur
alle hier untersuchten Proteine, mit Ausnahme von STAT3, im Untersuchungszeitraum
von maximal 2 Stunden keine bzw. eine nur sehr gering ausgepragte Regulation in den
einzelnen Zellkompartimenten. Dies scheint gegen die Induktion von IFN-y durch LPS
via TLR4 und MyD88 in der Frihphase der pulmonalen gram-negativen Infektion zu
sprechen und konnte alternativ durch die Induktion von IFN-y Uber IL-12 und IL-18
bedingt sein.

Fur STAT3 zeigte sich hingegen eine ausgepragte Phosphorylierung des Proteins unter

LPS-Stimulation, was die Bedeutung dieses Transkriptionsfaktors unterstreicht. Nach



Zusammenfassung 79

Zugabe von Plasma war STAT 3 starker aktiviert was wiederum die Bedeutung von
Plasmafaktoren fur die LPS getriggerte Stimulation zu unterstitzen scheint.

Diese deskriptiven Untersuchungen legen wichtige Grundlagen zur tiefer gehenden
funktionellen Charakterisierung des IFN-y-Systems bei pulmonalen Infektionen und
unterstitzen die These, dass IFN-y ein zentrales Zytokin bei der angeborenen und

erworbenen Immunitat auf Pathogene darstellt.
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8 AUSBLICK

Die Entwicklung der gegenwartigen Grundlagenforschung macht deutlich, dass die
immunmodulatorischen Eigenschaften von IFN-y von zentraler Bedeutung sind*®.

Es mehren sich die Hinweise, dass die alleinige Messung sezernierter Molekiile in z.B.
Plasma und die klinische Beobachtung von Versuchstieren nicht ausreicht, um die
komplexen immunmodulatorischen Vorgange zu verstehen, sondern dass vielmehr die
exakte Kentniss einzelner beteiligter Zellen und Zellkompartimente wesentlich ist.
Neben der Analyse klassischer Modulatoren der Immunantwort wie Leukozyten,
Epithelien und Endothelien gilt es, auch die Natur und Funktion anderer Zellen wie z. B.
die hier beschriebenen einzelnen Zellen im Lungenseptum weiter zu differenzieren und
ihre Rolle im inflammatorischen Geschehen besser zu verstehen. Die durchgefuhrten
deskriptiven Experimente legen dabei die Gundlage fur folgende funktionelle
Untersuchungen. Dartber hinaus muissen langere Untersuchungszeitraume gewahlt
werden, z.B. Ganztiermodelle, um mittel- und langerfristige Regulationen zu erfassen.
Obgleich die durchgefuhrten Experimente im Wesentlichen ahnliche Befunde fur
Ratten- und humane Lunge erbrachten, sollte stets eine Verifizierung der gewonnen
Ergebnisse in humanem Material angestrebt werden. Auch sollte bedacht werden, dass
der Einsatz gereinigter Virulenzfaktoren (in dieser Studie LPS) zwar Kkleine
Wissenseinheiten hoher analytischer Aussagekraft erbringt, dass jedoch der
Auspragung von Krankheitsbildern wie dem ARDS beim Menschen ungleich
komplexere Interaktionen zugrunde liegen.

Somit sollten zuklnftige Untersuchungen die extra- und intrazellulare Regulation der
hier untersuchten Proteine in der angeborenen Immunantwort fur die unterschiedlichen

Zellkompartimente exakt offen legen.
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10 ANHANG

10.1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AM Alveolarmakrophagen

AE Alveolarepithel

ARDS adult respiratory distress syndrome
BE Bronchialepithel

BM Bronchialmuskulatur

CD cluster of differentiation

e.Zi.S. einzelne Zellen im Alveolarseptum
IL Interleukin

IFN-y Interferon-y

IFN-yR Interferon-y Rezeptor

IFN-yR1 Interferon-y Rezeptoruntereinheit 1
IFN-yR2 Interferon-y Rezeptoruntereinheit 2
JAK Janus-Kinasen

JH JAK Homologie

k.o. knock-out

LBP LPS-binding-protein

LPS Lipopolysaccharid, Endotoxin
MHC major histocompatibility complex
NFxB nuclear factor kappa (k) B

NK Zellen Naturliche Killerzellen

NKT Zellen Naturliche Killer-T-Zellen

NO Stickstoffmonoxid

PMN polymorphkernige neutrophile Granulozyten
p-STAT phosphorylierter signal transducer and activator of transcription
R Rezeptor/ Rezeptoruntereinheit

s I6slich (soluable)

SH2 Src-homologe-2

STAT signal transducer and activator of transcription
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Th

TLR
tmG
TNF

T-Helfer-Zellen
Toll like receptors
teilmuskularisierte Gefalte

Tumor Nekrose Faktor
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10.2 Lebenslauf

"Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der elektronischen

Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.”
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10.3 Erklarung

,ich, Eckehard Martin Frisch, erklare, dass ich die vorgelegte Dissertationsschrift mit
dem Thema: ,Konstitutive Expression von IFN-y, den Rezeptoruntereinheiten 1 und 2,
den Tyrosinkinasen JAK1 und JAK2 sowie den Transkriptionsfaktoren STAT1, STAT2
und STAT3 und ihre Expression in LPS exponierten Rattenlungen® selbst verfasst und
keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt, ohne die
(unzulassige) Hilfe Dritter verfasst und auch in Teilen keine Kopien anderer Arbeiten

dargestellt habe.”

Berlin, den 21.09.2008 Eckehard Frisch
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