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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Interstitielle Lungenerkrankungen

Definition: Diffuse Erkrankungen des Lungenparenchyms werden unter dem
Uberbegriff ,interstitielle Lungenerkrankungen® (ILE) zusammengefasst. Sie stellen
eine heterogene Gruppe dar, die durch Entzindungsprozesse und Fibrosierung im

43187 Trotz

Lungenparenchym und den kleinen Atemwegen gekennzeichnet is
immunsuppressiver Therapie und unterstitzenden Malinahmen kann bei vielen For-
men der ILE das Fortschreiten der Erkrankung, das bis hin zur irreversiblen Lungen-

fibrose fiihren kann, meistens nicht aufgehalten werden®®'28,

Epidemiologie: Uber die Epidemiologie der ILE mit unbekannter Athiologie ist relativ

wenig bekannt*?. Bei Sarkoidose zeigen Studien eine Pravalenz von 81/100 000 fiir
Manner, 67/100 000 fur Frauen und eine Inzidenz von 31/100 000 bei Mannern und
26/100 000 bei Frauen pro Jahr. Sowohl Pravalenz als auch Inzidenz nehmen mit
steigendem Alter zu**'?. Aus Autopsiestudien kann geschlossen werden, dass zu
Lebzeiten nur etwa 10% der histomorphologisch erfassbaren ILE diagnostiziert

werden®128,

Atiologie: Zu den bekanntesten Ursachen fir ILE z&hlen Infektionen, Systemerkran-
kungen wie z.B. Kollagenosen oder Vaskulitiden, inhalative Noxen, wie
anorganische oder organische Staube, oder nichtinhalative Noxen, wie Medikamente
oder ionisierende Strahlen. In Uber der Halfte der Falle ist allerdings die Ursache der
ILE nicht bekannt. Dazu gehoren unter anderem die Sarkoidose oder die
idiopathische pulmonale Fibrose'?®.

Eine Einteilung der ILE nach klinischen Gesichtspunkten ist in Tabelle 1 aufgeflihrt.

Pathomechanismen: siehe S.18
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Tabelle 1: Gruppierung der ILE nach klinischen Gesichtspunkten'?®

Granulomatése Erkrankungen

Sarkoidose

Histiozytosis X

Exogen allergische Alveolitis (EAA)
Sarkoidiforme nekrotisierende Granulomatose
Arzneimitteltoxische Alveolitiden

Berufserkrankungen

Idiopathische interstitielle
Pneumonien

(IIP, Syn.: kryptogene fibrosierende
Alveolitis, idiopathische pulmonale

Fibrose)

gewohnliche intersititielle Pneumonie (UIP, Usual
interstitial Pneumonia)

akute interstitielle Pneumonie

desquamative interstitielle Pneumonie (DIP)
respiratorische bronchiolitisassoziierte ILE

unspezifische ILE

Kollagenosen und Vaskulitiden

rheumatoide Arthriris

Lupus erythematodes

Morbus Wegener
Dermatomyositis/Polymyositis
Churg-Strauss-Syndrom
Sjérgren-Syndrom

Sklerodermie

Erbrankheiten

familidre idiopathische pulmonale Fibrose
tuberdse Sklerose
Hermansky-Pudlak-Syndrom
Neurofibromatose

Speicherkrankheiten

Hypokalzurische Hyperkalzéamie

Inhalatorische Erkrankungen

Berufskrankheiten (organische und anorganische
Staube und Aerosole)

Umwelt- und hdusliche Exposition

Spezifische Entitaten

Bronchiolitis obliterans mit oder ohne organisierende
Pneumonie (BOOP)

Eosinophile Pneumonie

latrogene Erkrankungen (Arzneimittel, Strahlen)
Lymphangioleiomatose

Respiratorische Bronchiolitis

Alveolare Proteinose

Vends-okklusive Erkrankungen

Idiopathische pulmonale Hdmosiderose
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Klinik und Diagnostik: Die ILE stellen ein ausgesprochen schwieriges differential-

diagnostisches Feld dar, da die klinischen Symptome oft unspezifisch sind, mehr als
150 Ausloser bekannt sind und sich in der Histologie oft nur unspezifische Verande-
rungen des Lungengewebes ergeben?®'?®,

Entscheidend ist eine friihzeitige Diagnosestellung und, wenn maoglich, eine Klarung
der Atiologie. Nur dann kann die Therapie auf die jeweilige spezielle Erkrankung
optimiert, fibrotische Umbauvorgange verhindert oder verlangsamt und damit die
Prognose des Patienten erheblich verbessert werden®.

Anamnestisch berichten die Patienten haufig Uber unproduktiven Reizhusten und
eine progrediente Belastungsdyspnoe, die in eine Ruhedyspnoe und Tachypnoe
ubergehen kann. Auch die Art und Dauer der Symptomatik, mogliche Haustiere und
eine Berufs- und Medikamentenanamnese erbringen wichtige Hinweise fur die
Diagnosefindung und helfen, die diagnostischen Verfahren abzustimmen?®'2%,

Die bei der koérperlichen Untersuchung zu erhebenden Befunde sind unspezifisch
und Uberlappen bei zahlreichen ILE. Haufig findet sich ein basales feinblasiges
Knisterrasseln beidseits, das auch nach dem Abhusten nicht verschwindet. Bei fort-
geschrittener Lungenfibrose zeigt sich eine deutliche Zyanose. Ebenso ist auf Zei-
chen einer mdglicherweise zu Grunde liegenden Systemerkrankung zu achten®®'2®,
Bei der apparativen Diagnostik stehen die Durchfuhrung einer Lungen-
funktionsprufung mit Bodyplethysmographie und Diffusionsmessung, einer rontgen-
bzw. computertomographischen Untersuchung des Thorax, einer Bronchiallavage
und die Gewinnung einer Biopsie im Vordergrund.

Bei der Lungenfunktionsprufung findet sich zumeist zu Beginn eine Diffusions-
storung, die bei Fortschreiten der Erkrankung zu einer restriktiven Ventilations-
stérung filhren kann. Nicht selten wird sie von einer Obstruktion begleitet®®'?®.

Die Roéntgenaufnahme des Thorax ist nach wie vor eine unverzichtbare
Untersuchung zur Diagnostik dieser Erkrankung. ILE fuhren zu einem retikulares
Verschattungsmuster, das sich im Allgemeinen symmetrisch im Lungenparenchym
darstellt. Das radiologische Muster gibt allerdings wenig Hinweise auf die Athiologie
der Erkrankung. Schreitet die ILE fort, kommt es zur irreversiblen Destruktion des
Lungenparenchyms, die sich im Rontgen als Honigwabenmuster darstellt. Prinzipiell
kann aber aus einem unauffalligen Rontgenbild nicht geschlossen werden, dass

keine ILE vorliegt. Aus diesem Grunde dient heutzutage als Methode der Wahl das
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HR-CT, das mit sehr charakteristischen Befundkonstellationen einhergehen kann
und so eine Diagnose sehr wahrscheinlich macht'?®.

Die Bronchiallavage (BAL) dient zur naheren Differenzierung der unklaren inter-
stitellen Lungenveranderung von infektiosen oder malignen Lungenerkrankungen. In
Sonderfallen wie zum Beispiel der Sarkoidose kann sie eine Biopsie zu Diagnose-
stellung ersetzen®®. Darliber hinaus stellt die BAL eine nebenwirkungsarme Methode
dar, die eine problemlose Zellgewinnung ermdglicht. Aufgrund der Differentialzyto-
logie kdnnen diagnoseweisende Befunde erhoben, und differentialdiagnostisch kon-
kurrierende Erkrankungen ausgeschlossen werden'?®.

Die durchfluBzytometrische Untersuchung der Lymphozytenpopulationen in der BAL-
Flussigkeit (BALF) kann wegen charakteristischen CD4/CD8-Ratios bei bestimmten
ILE wegweisende Ergebnisse liefern%4"128,

In wenigen Fallen koénnen ILE ohne histologische Untersuchung diagnostiziert
werden. Im Rahmen der Diagnostik wird der transbronchialen Biopsie der Vorzug vor
operativen Methoden der Biopsiegewinnung gegeben, da hierbei gleichzeitig eine
BAL durchgefuhrt werden kann, die auch bakteriologische und immunologische
Untersuchungen ermdglicht. Allerdings werden fur die letztendliche Diagnosestellung
meist mehrere Biopsien bendtigt, um alle zu einer Diagnose notwendigen Charak-
teristika dieser heterogenen Krankheitsgruppe vorzufinden'®®, so dass ein
videothorakoskopischer Eingriff durchaus notwendig werden kann.

Bei einer fortgeschrittenen Lungenfibrose ist es kaum noch maéglich, die Ursache der
Erkrankung aufzudecken, da alle ILE letztendlich zur Fibrose flihren kénnen und
dann histopathologisch nicht mehr zu differenzieren sind'.

Nach Stand der aktuellen Literatur ist vor allem bei ILE unklarer Genese die
Verwendung von speziellen Serummarkern in die Diskussion gekommen. So wird
MCP-1, der Ligand von CCR2, als sensitiver Serummarker (Spezifitat>85%) fur ILE
beschrieben. Es wird allerdings anderen lungenspezifischen Proteinen der Vorzug
gegeben, da die Serumwerte von MCP-1 durch andere Entzindungsvorgange im
Korper beeinflusst werden kénnen'®. Bei einer direkten Analyse von BALF konnte
ein signifikant hoherer MCP-1-Spiegel bei ILE-Patienten im Vergleich zu gesunden
Personen nachgewiesen werden®®’%172_ Kinder mit Lungenfibrose zeigten in der
BALF signifikant hohere Spiegel von MCP-1 und vermehrt CCR2-exprimierende

T-Zellen®.
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Therapie: Die Therapie von ILE mit bekannter Atiologie erfordert die sofortige
Elimination der verantwortlichen Noxe®. Zusétzlich ist meist eine Therapie mit
Kortikosteroiden oder Immunsuppressiva, wie Azathioprin oder Cyclophosphamid
notwendig?%**.

Bei fortgeschrittener Lungenfibrose findet sich oft eine ausgepragte Zyanose mit
hochgradiger Dyspnoe bei geringsten korperlichen Belastungen, die durch eine Oo-
Langzeittherapie deutlich gebessert werden kénnen?.

In terminalen Stadien der Lungenfibrose kann eine Lungentransplantation in

Erwagung gezogen werden®*'?,

Prognose: Prognostisch weist insbesondere die idiopathische pulmonale Fibrose mit
einer mittleren Uberlebenszeit von drei bis sechs Jahren zumeist einen progre-
dienten Verlauf auf, der selbst mit Kortikosteroiden oder Zytostatika relativ wenig zu
beeinflussen ist?%*¢¢%1131%1 Die iibrigen Formen der ILE haben im Allgemeinen eine

glinstigere Prognose®.
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1.2 Das Immunsystem

Uber 400 Millionen Jahre hat die Evolution benétigt, um den hoch differenzierten und
anpassungsfahigen Abwehrapparat in Form unseres Immunsystems zu entwickeln.
Die zahlreichen Stamme der Wirbellosen verfligen bereits Uber Mechanismen der
unspezifischen, angeborenen Immunitat, die den Organismus gegen fremde
Eindringlinge schutzen und sich an der Heilung von Geweben beteiligen. Die subtilen
und spezialisierten Mechanismen der spezifischen, adaptiven Immunitat weisen
jedoch erst Wirbeltiere auf.

Das menschliche Immunsystem verfugt Gber zwei grundlegende Abwehrsysteme,
das angeborene und das adaptive Immunsystem, die sich gegenseitig auf
verschiedenen Ebenen beeinflussen. Zu dem angeborenen Immunsystem gehdren
Immunzellen wie Makrophagen, Granulozyten oder Naturliche Killerzellen. Diesen
Immunzellen ist gemeinsam, dass sie uber eine limitierte Anzahl von Rezeptoren
verfugen, die mit einer relativ breiten Spezifitat Antigenmuster erkennen. Dem
gegenuber steht das erworbene, adaptive Immunsystem, dessen B- und
T-Lymphozyten mit flr jede Zelle individuellen Rezeptoren ausgestattet sind und

damit mit hdchster Spezifitat auf ein definiertes Antigen reagieren kénnen®%%%1°¢,

1.2.1 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten entstehen im Knochenmark und wandern von dort in den Thymus
ein. Dort werden sie geschult, zwischen korpereigenen und korperfremden
Strukturen zu unterscheiden. Wahrend ihrer Reifung verandern sich ihre
Oberflachenmolekiile, welche als ,Cluster of differentiation (CD-Molekile)
bezeichnet werden und mit deren Hilfe heute verschiedenste Zellen differenziert
werden kdnnen.

Im Thymus exprimieren die unreifen T-Zellen unter anderem gleichzeitig CD4 und
CD8. Sie sind somit doppelt positiv. Bei der weiteren Differenzierung in die T-Zell-
Subpopulationen geht entweder CD4 oder CD8 verloren. Die Zellen sind somit nur
noch einfach positiv.

FUr T-Helferzellen (Ty-Zellen) und regulatorische T-Zellen ist CD4 charakteristisch,
CD8 wird hingegen auf zytotoxischen T-Zellen (Tc-Zellen) gefunden*®®.

In diesem Zustand werden sie als so genannte naive T-Zellen, die noch keinen

Antigenkontakt hatten, aus dem Thymus in die Zirkulation entlassen.
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Sobald einer dieser Zellen ein Antigen prasentiert wird, beginnt ein klonaler
Expansions- und Differenzierungsprozess, der diese eine antigenerkennende Zelle
und ihre identischen Nachfolgezellen zu den Effektorzellen der spezifischen

Immunantwort macht?88%98:15€

1.2.2 Differenzierung von T-Zellen

Die naiven CD4-positiven T-Helferzellen (Ty0-Zellen) kénnen sich zu Ty1- oder Ty2-
Zellen entwickeln, die nach ihrer Stimulierung unterschiedliche Zytokine
synthetisieren und sich dadurch in ihrer Funktion unterscheiden. Diese Entscheidung
fallt bei ihrem ersten Kontakt mit dem Antigen und der antigenprasentierenden Zelle.
Bedingt durch das vorherrschende Zytokinmilieu von antigenverarbeitenden
unspezifischen Abwehrzellen, sowie durch unterschiedliche Wege in der
Antigenprasentation wird aus der Ty0-Zelle entweder eine Ty1- oder eine Ty2-Zelle.
Die selektive Bildung von Ty1-Zellen fuhrt zu einer zellvermittelten Immunitat,
wohingegen die Bildung von Ty2-Zellen eine humorale Immunantwort
unterstiitzt*®8°9%1% (siehe Abbildung 1).

Das bedeutet beispielsweise, dass zur Abwehr von intrazellularen Erregern wie
Mycobacterium tuberculosis eine vermehrte lysosomale Aktivitat von Makrophagen
wichtig ist und damit eine vermehrte Ty1-lastige Abwehrreaktion bendtigt wird. Bei
extrazellularen Erregern hingegen ist die Antikorperproduktion durch B-Zellen und
damit eine vermehrte Bildung von Tp2-Zellen von entscheidender Bedeutung®. Im
humanen Abwehrsystem konnen jedoch diese beiden Formen nicht klar getrennt
werden, vielmehr sind flieRende Ubergange moglich.

Ty1-Zellen sind durch eine Sekretion von IFN-y und IL-2, Ty2-Zellen durch eine
Sekretion von IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 charakterisiert'*'3%"%7 (siehe S.12). Analog
dazu werden zytotoxische T-Zellen in Tc1- und in Tc2-Zellen eingeteilt*®'?”'%8 Die
CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen sind in der Lage beispielsweise virusinfizierte
Korperzellen oder Tumorzellen direkt zu erkennen und zu lysieren. Dazu setzen sie
Perforine und Proteasen frei, die die Membran der Zielzelle schadigen. Durch die
Storung des osmotischen Gleichgewichts kommt es schliellich zum Tod der Zelle
und mit ihr zum Ausschalten des Virus.

Neben den CD4" T-Helferzellen gibt es noch CD4" regulatorische T-Zellen, deren
Funktion bis jetzt noch wenig verstanden ist. Die als Regulator- oder Suppressor-
Zellen bezeichneten T-Zellen sind CD25'/CD4" doppeltpositiv und haben vermutlich

eine Schliisselrolle in der Aufrechterhaltung von Selbst-Toleranz im Kérper*>®.
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Abbildung 1: Aufgaben von T-Helfer-Zellen und cytotoxischen T-Zellen®
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1.3 Chemokine

Der geordnete Ablauf einer Immunreaktion setzt voraus, dass die Funktion einzelner
Zellen des Immunsystems gesteuert, kontrolliert und aufeinander abgestimmt wird.
Dies beruht auf der Kommunikation der beteiligten Zellen untereinander. Einen
wesentlichen Beitrag zu dieser Zell/Zell-Kommunikation leisten die Zytokine. Eine
Untergruppe der Zytokine sind die Chemokine, deren Name sich aus den beiden

t'3°. Die Chemokine und ihre

Worten ,Chemotaxis® und ,Zytokin“ zusammensetz
Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle bei der Aktivierung und Koordination von
Zellen, insbesondere von phagozytischen Zellen und Lymphozyten. Aulierdem
stimulieren sie deren gerichtete Wanderung und rekrutieren somit die Entzindungs-
zellen an den Ort der Entziindung'>°.

7 wird

Auch in vielen anderen Bereichen wie beispielsweise der Angiogenese'
Chemokinen eine entscheidende Funktion bestatigt.

Chemokine werden von vielen verschiedenen Zellen gebildet, wie beispielsweise von
Makrophagen, T-Lymphozyten, Fibroblasten, Epithelzellen oder Endothelzellen,
wobei ihre Synthese durch eine Vielzahl von Faktoren ausgelést werden

kann28;85;98;156

. In Abhangigkeit von ihrer Funktion konnen Chemokine in zwei
Gruppen eingeteilt werden. Inflammatorische Chemokine werden von verschiedenen
Geweben und von einwandernden Leukozyten als Reaktion auf bakterielle Toxine
und inflammatorische Zytokine, wie IL-1, TNF-a oder Interferone gebildet. lhre
Hauptaufgabe besteht darin, Leukozyten zu Abwehr bei Entzindungen und
Infektionen anzulocken. ,Homing“ Chemokine hingegen werden kontinuierlich von
lymphatischen Geweben exprimiert und kontrollieren die Wanderung und das
,Homing“ von Lymphozyten und dendritischen Zellen im Zusammenhang ihrer
Reifung, Differenzierung und Aktivierung'.

Chemokine sind durch ihre gemeinsame Struktur gekennzeichnet und besitzen ein
Molekulargewicht zwischen 7 und 16 kDa, bestehend aus 70-130 Aminosauren.
Friher wurden Chemokine ohne System nach ihrer urspriinglich entdeckten Funktion
benannt. Im Laufe der Zeit stellte sich heraus, dass Chemokine meist multifunktional
sind. Deshalb wurde eine systematische Nomenklatur eingefuhrt, bei der die
Chemokine anhand der Position der ersten vier konservierten Cysteine in vier

Gruppen eingeteilt und benannt werden:
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- C Chemokine

- CC Chemokine

- CX Chemokine

- CX3C Chemokine

X steht dabei flir das Vorhandensein weiterer Aminosauren. Fir Chemokine wird ein
,L“ fur Ligand (z.B. CCL2) und bei den Rezeptoren ein ,R" (z.B. CCR2) hinzugefugt.
t12;114;177_

Beide Nomenklaturen werden momentan parallel benutz

Bis heute sind mehr als 50 Chemokine und fast 20 verschiedene Chemokinrezep-

toren bekannt'®. Firr ihre Interaktionen nimmt man eine hohe Redundanz an'®'"".
Die fUr die vorliegende Arbeit relevanten Chemokine sind in
Tabelle 2 aufgefuhrt.
Tabelle 2: Chemokin-Nomenklatur und ihre Rezeptoren
Die in der vorliegenden Arbeit analysierten Rezeptoren sind fett hervorgehoben'%"%28:98:105:156
Chemokin
Systematische | Alte Weitere Bezeichnungen Rezeptor
Bezeichnung Bezeichnung
CCL2 MCP-1 monocyte chemoattractant protein 1 CCR2
CCR2, CCR5,
CCL8 MCP-2 monocyte chemoattractant protein 2
CCR3
CCR2,
CCL7 MCP-3 monocyte chemoattractant protein 3
CCR1, CCR3
CCL13 MCP-4 monocyte chemoattractant protein 4 CCR2, CCR3
macrophage-derived chemokine
CCL22 MDC CCR4
thymus and activating-regulated
CCL17 TARC CCR4
chemokine
CCL3 MIP-1a monocyte inflammatory protein 1a CCRS5, CCR1
CCL4 MIP-18 monocyte inflammatory protein 1B CCRS
regulated upon activation, normal t cell | CCRS5,
CCL5 RANTES
expressed and secreted CCR1, CCR3
CXCL10 IP-10 interferon-inductible protein 10 CXCR3
CXCL9 MIG monokine induced by IFN-y CXCR3
interferon-inducible t-cell alpha
CXCL11 ITAC CXCR3
chemoattractant
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1.4 Chemokinrezeptoren

Die biologische Wirkung von Chemokinen wird uber Rezeptoren vermittelt, die Uber

sieben Transmembrandomanen verfligen und intrazellular an G-Proteine gekoppelt
sind'®" (siehe Abbildung 2).

Chemokinrezeptoren sind an den Wanderungsmechanismen der Leukozyten zu dem

Ort der Entzindung malgeblich beteiligt. Wahrend Granulozyten eine relativ

beschrankte Auswahl von Chemokinrezeptoren besitzen und vorwiegend CXC-

Rezeptoren exprimieren, beanspruchen T-Lymphozyten nahezu alle Rezeptoren',

exprimieren aber hauptsachlich CC-Rezeptoren. |hre Expression passt sich dem

NH, funktionellen Zustand der Lymphozyten an, und

wird als Ausdruck fur Reife, Differenzierung und

Aktivitat angesehen'. Chemokinrezeptoren auf

<l Exterior T-Zellen spielen somit eine entscheidende Rolle

bei entziindlichen Erkrankungen®*®%'%  Die fiir

diese Arbeit relevanten Chemokinrezeptoren
embrane

sind in Tabelle 3 aufgeflihrt

Cytoplasm Abbildung 2: Typische Struktur eines Chemokin-

C)_/ ﬁ Rezeptors'"®

Tabelle 3: Chemokinrezeptoren und ihre Liganden'%'%28:98:105:135:137;156

Ligand beim Mensch

Chemokin- Expressionsprofil des

Systematische
rezeptor Alte Bezeichnung Rezeptors

Bezeichnung

CCR2 CCL2,-7,-8,-13 MCP-1,-2,-3,-4 Mo, akt T, NG, BaG, EoG, DZ

CCR4 CCL17,-22 TARC, MDC akt T, BaG, DZ

CCR5S CCL3,-4,-5,-8 RANTES, MIP-1a, MIP-13, MCP-2 | Mo, akt T, DZ

CXCR3 CXCL9,-10,-11 IP-10, MIG, ITAC akt T, NK, B-Zellen

Mo=Monozyten, akt T=aktivierte T-Zellen, NG=Neutrophile Granulozyten, BaG= Basophile
Granulozyten, EoG= Eosinophile Granulozyten, DZ=Dendritische Zellen, NK=Natiirliche
Killerzellen
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1.5 Chemokinrezeptoren auf Ty1/T¢1 und T2/Tc2-Zellen

Die Aktivierung einer naiven T-Zelle durch eine antigenprasentierende Zelle fuhrt zu
einer Polarisierung der T-Zellen und damit zur Differenzierung zu Ty1- oder Ty2-
Zellen. Ty1-Zellen sind durch eine Sekretion von IFN-y und IL-2, Ty2-Zellen durch
eine Sekretion von IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 charakterisiert'""3? T1-Zytokine
inhibieren die Entwicklung von Ty2-Zellen und umgekehrt. So kommt es zu einem
Gleichgewicht zwischen beiden Populationen, bei dem entweder Ty1-oder Ty2-Zellen
{iberwiegen und somit die Immunantwort bestimmen''*. Neben der unterschiedlichen
Zytokinsynthese gibt auch die Chemokinrezeptorexpression Hinweise auf die
jeweilige T-Zell-Polarisierung. Tw1-Zellen tragen vorwiegend CCR5 und
CXCR31322109132181 = \yahrend Th2-Zellen vor allem CCR4 und CCRS8 exprimie-
ren'3:22:44:161:1621194 " g hnopulationen von Tx2-Zellen exprimieren auch den Rezeptor
CCR3"™'®" Durch die unterschiedliche Chemokinrezeptorexpression kdnnen die

T-Zellen selektiv ins Gewebe rekrutiert werden' (siehe Abbildung 3).

1.5.1 Ty1/Tc1-Zellen

Fir Ty1 Zellen ist die Expression der in dieser Arbeit analysierten Chemokin-
rezeptoren CCR5 und CXCR3 charakteristisch. Wird in einem Entziindungsgebiet
uber IFNy die Produktion von Ty1 assoziierten Chemokinen wie zum Beispiel IP-10,
MIG oder MIP1f angeregt, werden Ty1-Zellen in dieses Gebiet gelockt'. Ty1-Zellen
sezernieren vor allem IFN-y und IL-2"2. Analog dazu kann dieses System auf
CD8* T¢1-Zellen angewendet werden'?”%2'%8  die ebenso IFN-y sezernieren und

andere Zellen entweder durch Perforine oder Fas-vermittelt lysieren®.

1511 CCR5/RANTES

Das Chemokin RANTES wird hauptsachlich von T-Zellen, Makrophagen und
eosinophilen Granulozyten' gebildet und bindet an den Chemokinrezeptor CCR5,
CCR1 und CCR3. CCR5 wird auf Makrophagen, aktivierten T-Zellen und dendri-
tischen Zellen exprimiert®®'*”. Neben RANTES binden an CCR5 die Chemokine
MIP-1a, MIP-18 und MCP-2.

RANTES ist fur die Einwanderung von T-Zellen, Makrophagen und eosinophilen
Granulozyten in Entziindungsgebiete verantwortlich'®*'"°. Bei Patienten mit Sarkoi-

97,147

dose® ' idiopathischer pulmonaler Fibrose® und interstitieller Pneumonie® zeigten
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sich vermehrt RANTES-synthetisierende Zellen. Bei Patienten mit Sarkoidose
korrelierten diese Zellen mit der Anzahl der in der BALF enthaltenen Lympho-
zyten®'*’_ Bei Patienten mit unspezifischer interstitieller Pneumonie konnten auch
erhdhte Level von RANTES selbst nachgewiesen werden'®. Allerdings wird
RANTES auch bei gesunden Probanden in der Lunge exprimiert, was nahe legt,
dass RANTES auch Lymphozyten fiir die normale Abwehr rekrutiert'*’.

Dem Chemokinrezeptor CCR5 wird eine wichtige Rolle bei verschiedenen
Erkrankungen zugeschrieben. Bei rheumatoider Arthritis zum Beispiel fand man
vermehrt CCR5" Zellen in Synovialfliissigkeit''®'"*, ebenso wie in Nierengewebe bei
AbstoRungsreaktionen'®®. Bei Kindern mit Helicobacter pylori-Infektionen zeigten sich
vermehrt CCR5" T-Zellen in der Magenschleimhaut™®.

Bedeutend ist auch die Funktion von CCRS als wichtiger Korezeptor neben CD4 fur

den Eintritt des HI-Virus in die Zellen™’

1.5.1.2 CXCR3

An CXCR3 binden die Chemokine IP-10, MIG und ITAC. CXCR3 wird von aktivierten
T-Zellen und NK-Zellen exprimiert'?13:2898:105135137:156:181 - Eine vermehrte Anzahl
CXCR3-exprimierender Zellen wurde bei vielen klassischen Ty1-gewichteten Erkran-
kungen wie in Lungenbiopsien bei Erwachsenen mit chronisch obstruktiver Lungen-

erkrankung (COPD)"®, in atherosklerotischen Plaques®®'"

143;185 15;117

, in Synovialflissigkeit bei

rheumatoider Arthritis oder bei Multipler Sklerose gefunden.

Die Expression von CXCR3 auf aktivierten T-Zellen scheint auch eine wichtige Rolle
bei der AbstoBung von Geweben zu spielen. So fand man nach Lungentransplan-
tation in Gebieten der AbstoRungsreaktion vermehrt CXCR3* T-Zellen®. Die Deletion

von CXCR3 verminderte AbstoRungsreaktionen'®.
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1.5.2 Ty2/Tc2-Zellen

Flr Ty2 Zellen ist die Expression des in dieser Arbeit analysierten Chemokin-
rezeptors CCR4 charakteristisch. Bei allergischen Entziindungsvorgangen, die Ty2-
dominiert sind, induziert IL-4 die Bildung von Ty2-assoziierten Chemokinen, wie MDC
und TARC und lockt damit Ty2-Lymphozyten an', die ihrereseits IL-4 und IL-5"%2
sezernieren. Analog dazu kann dieses System auf CD8" T¢2-Zellen angewendet
werden'?7:1321%8 die ebenfalls IL-4 und IL-5 ausschitten und vor allem Perforine zur

Lyse anderer Zellen verwenden™®.

1.5.2.1 CCR4/MDC/TARC

Die Chemokine TARC und MDC sind Schlusselmediatoren der Tn2-betonten
Immunantwort und binden an den Rezeptor CCR4'? welcher auf aktivierten
T-Lymphozyten, basophilen Granukozyten und dendritischen Zellen exprimiert
wird 32898156 TARC rekrutiert hauptsachlich T-Zellen>"®®' MDC zusétzlich auch
Monozyten ins Entziindungsgebiet®¢°%7%:7¢,

TARC und MDC sind entscheidend an der Rekrutierung Ti2-Zellen” bei allergischen

18107141 oder Rhinokonjunctivitis allergica'”®

Erkrankungen wie Asthma bronchiale
beteiligt. Dies lasst sich durch die Beobachtung in einem Asthma-Modell bestatigen
in dem eine Neutralisation von TARC durch spezifische Antikorper zu einem
verminderten Einstrom von eosinophilen Granulozyten und Th2-Zellen fiihrte®.
Ebenso verhinderte eine Neutralisation von MDC ebenfalls durch spezifische
Antikorper Entziundungsvorgange im Lungeninterstitium und verminderte eine
Hyperreaktivitit der Atemwege bei Ovalbumin-induzierter Entziindung®. Allerdings
deuten neuere Studien auch auf eine Beteiligung bei Ty1-betonten Immunantworten
hin. Es fanden sich erhéhte Level von MDC und TARC bei klassischen Ty1-Modellen
wie Arteriosklerose®’ und Morbus Crohn®.

Auch der Chemokinrezeptor CCR4 spielt vor allem bei Ty2-dominierten allergischen

103 al

Erkrankungen eine wichtige Rolle. Sowohl bei Patienten mit Asthma bronchiale S

auch mit atopischer Dermatitis’®"** fand man vermehrt CCR4* T-Zellen im
peripheren Blut. Der Anteil CCR4-exprimierender T-Zellen korrelierte mit dem

IGE-Spiegel im Serum'%%'34,
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Abbildung 3: Chemokinrezeptoren und ihre Liganden auf Ty1/Ty2-Zellen

Diese Darstellung beschrankt sich auf die in dieser Arbeit analysierten
Chemokinrezeptoren 13;28;85,98:132;135:156

1.6 CCR2/MCP-1

MCP-1 wird als Antwort auf Entzindungsreize von einer Vielzahl von Zellen, unter
anderem Monocyten/Makrophagen, Lymphozyten und Epithelzellen, darunter auch
Alveolarepithelzellen, produziert''#'888 ynd bindet an den Chemokinrezeptor
CCR2. Dieser wird bei Maus und Mensch hauptsachlich auf Monozyzen bzw.

567285112125 |nd aktivierten T-Zellen®'?°, aber auch schwach auf

Makrophagen
basophilen Granulozyten und NK-Zellen®®exprimiert und gilt als entscheidender
Rezeptor fur deren Rekrutierung ins Entziindungsgebiet. Neben MCP-1 binden an
CCR2 die Chemokine MCP-2, MCP-3 und MCP-4, welche in Endothel- und

Epithelzellen gebildet werden?98:1%
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Anders als der Name vermuten lasst, bt MCP-1 seine chemotaktische Wirkung am
starksten auf T-Zellen aus®. Im Mausmodell induziert die intratracheale Applikation
von MCP-1 eine intrapulmonale Akkumulation von Leukozyten, wohingegen eine
Deletion des CCR2-Gens oder eine CCR2-Rezeptor-Blockade durch anti-CCR2 zu
einer drastischen Verminderung der Leukozyten-Akkumulation in den Lungenwanden
flihrt""?,

Wahrend viele Chemokine an mehrere Chemokinrezeptoren binden, wird die
chemotaktische Wirkung von MCP-1 ausschliel3lich Uber seinen Rezeptor CCR2
vermittelt’®'"%. Dies stellt in der Entwicklung therapeutischer Strategien einen Vorteil
dar und lasst sowohl MCP-1 als auch CCR2 als interessantes Ziel antiinflam-
matorischer Therapien mit beispielsweise CCR2 blockierenden Antikorpern oder
antagonistisch wirkenden Chemokinanaloga erscheinen. Dennoch ist vor allem bei
der Blockade von CCR2 die Sachlage unklar. In einer Vielzahl von Erkrankungs-
modellen bewirkt das Fehlen oder Ausschalten von CCR2 positive Effekte. Im Tier-

3764 und chemisch

modell waren CCR2 (-/-) Mause besser vor Arteriosklerose
induzierter Colitis® geschiitzt als Wildtyp-Mause. In anderen Entziindungsmodellen
hingegen besitzt CCR2 antiinflammatorische Eigenschaften. Hier zeigten sich bei
CCR (-/-) Mausen bei Acetaminophen induzierte Hepatitis”' oder Kollagen induzierte
Arthritis?” vermehrte Entziindungsreaktionen und Gewebsschaden, als bei Wildtyp-
Mausen. Diese unterschiedlichen Reaktionen kdnnen darin begrindet sein, dass
CCR2 auf unterschiedlichen Zellen exprimiert wird und somit der Ort des Eingreifens
bei einer Rezeptorblockade unklar ist.

Vor allem aber nehmen CCR2 und sein Ligand MCP-1 eine wichtige Rolle in dem
hochkomplexen Prozess der Fibroseentstehung® und in der Pathophysiologie von

ILE ein (siehe S. 19).
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1.7 Das Immunsystem der Lunge

Das Immunsystem der Lunge lasst sich in das alveolar-interstitielle Kompartiment
und das Bronchialmukosa-assoziierte Kompartiment unterteilen, welche sich anato-
misch und pathophysiologisch voneinander abgrenzen lassen'%®2,

Das Bronchialmukosa-assoziierte lymphatische Kompartiment ist ein im

Bronchialbaum lokalisiertes'®’

locker organisiertes lymphatisches Gewebe mit
kleinen Agglomeraten aus T-, B- und Plasmazellen, welches den Peyerschen
Plaques des Darms ahnelt, aber weder uUber Keimzentren, noch Uber Kapseln
verfiigt®*®°. Es steht in enger Verbindung zu dem Epithel der Bronchien®.

Das alveolar-interstitielle Kompartiment ist ein diffus im Interstitium verteiltes

Gewebe'®’

und umfasst Alveolarlumen, Alveolarwande, pulmonale Mikrogefalle,
interstitielle Makrophagen, Fibroblasten und Komponenten der extrazellularen Matrix,
ebenso wie die kleinen Atemwege — Alveolargange, terminale und respiratorische
Bronchiolen — und die begleitenden Lymph- und BlutgefaRe'?®.

In einer gesunden Lunge enthalt das alveolar-interstitielle Kompartiment relativ
wenige Entzundungszellen, bei Entzindungsvorgangen im Lungenparenchym zeigt
sich jedoch eine Anreicherung von Lymphozytensg. Die meisten klinischen Manifesta-
tionen von ILE sind eine Folge der Einwanderung dieser immunkompetenten Zellen
in das betroffene Gewebe. Hierunter zahlen vor allem T-Zellen, Makrophagen und

neutrophile Granulozyten'®’.

1.7.1 T-Zellwanderung

T-Zellen wandern auf Grund ihrer verschiedenen Effektorfunktionen in
unterschiedliche Gewebe aus. Diese Wanderung ist die Vorraussetzung fur eine
effiziente Immunantwort. An dieser Rekrutierung von T-Zellen aus den Blutgefalen
an den Ort der Entzindung sind Chemokine und Chemokinrezeptoren maldgeblich

beteiligt'* 182

und spielen somit eine entscheidende Rolle bei entzundlichen Erkran-
kungen®>®1%  Die transendotheliale Migration von Lymphozyten wird in mehrere
Schritte unterteilt: Die Lymphozyten rollen zunachst auf dem Endothel, ein Vorgang
der durch Selektine vermittelt wird (z. B. L-Selektin in Lymphknoten). Als zweiter
Schritt findet eine Aktivierung der Lymphozyten statt. Dieser Vorgang wird durch
Chemokine und Chemokinrezeptoren gesteuert. Chemokine werden den vorbei-

ziehenden Lymphozyten prasentiert. Sie sind auf der Zelloberflache von beispiels-
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weise Endothelzellen an Glykosaminoglykane gebunden. Die Bindung von
Chemokinen an die entsprechenden Chemokinrezeptoren auf der Oberflache der
Lymphozyten fuhrt zu einer Affinitatssteigerung von Integrinen, die daraufhin eine
feste Bindung der Lymphozyten an die Adhasionsmoleklle vermitteln. Chemokine
und die entsprechenden Chemokinrezeptoren sind ferner flr die Durchwanderung
des Endothels (Diapedese) verantwortlich. Sie vermitteln die gerichtete Migration der
Lymphozyten im Gewebe entlang von Chemokingradienten. Das Vorhandensein von
Chemokinen und Adhasionsmolekilen auf dem Endothel und die Expression von
Chemokinrezeptoren und Integrinen auf der Zelloberflache bestimmt die Rekru-

1192 nd die

tierung der Lymphozytenpopulationen'#*°. Ebenso wie fiir das Intestinum
Haut'?® spezifische Adhésionsmolekiile bekannt sind, die die selektive Rekrutierung
in das entsprechende Gebiet fordern, vermutet man die Existenz fir die Lunge

spezifischer Homing-Molekiile®%'%°.

1.7.2 Pathomechanismen bei interstitiellen Lungenerkrankungen

Gegenwartig wird angenommen, dass ILE in Folge eines Alveolarwandschadens mit
gestortem Wundheilungsprozess entstehen. Eine Reihe von Pathomechanismen, die
fur die Entwicklung des pulmonalen Gewebeschadens von Bedeutung sind, lassen
sich in Tierversuchen analysieren. Verschiedene Substanzen wie Bleomycin’’ oder
Gammastrahlen® fiihren in derartigen Versuchen zu einem stereotypen Muster des
pulmonalen Gewebeschadens, wie er auch beim Menschen bei einer Reihe von ILE
zu beobachten ist. Initial beobachtet man zytopathische Effekte an alveolaren
Epithelzellen vom Typ | und kapillaren Endothelien. Es schlief3t sich eine 6dematdse
Phase mit einer Hamorrhagie und einer Akkumulation extravaskularen Fibrins mit
einem Influx von Neutrophilen an. Einige Tage spater wandern Lymphozyten und
Makrophagen ein, und die alveolaren Epithelzellen vom Typ Il proliferieren und
decken die Basalmembran in Arealen abgestorbener Typ-I-Zellen. Bereits nach
Wochen findet man grof3e Mengen Kollagen und Elastin, und ein fibrotischer Umbau-

prozess kann beobachtet werden?128:167:168
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1.7.3 Fibrose, Zytokine und Chemokine

Fibrotische Prozesse werden oft als Wundheilung definiert, die fehlerhaft verlaufen
ist'®”. Die Lungenfibrose ist einer Gewebsreaktion auf verschiedene akute oder
chronische Lungenschadigungen und stellt eine ernsthafte und in manchen Fallen
tédliche Komplikation von ILE dar®®. Im Gegensatz zu einer akuten Entziindung, bei
der es zu raschen GefaBveranderungen, Odemen und zur Einwanderung von
neutrophilen Granulozyten kommt, ist eine chronische Entziindung als Reaktion
definiert, die uber Wochen und Monate anhalt und bei der Entzindung, Gewebs-
zerstorung und Reparaturprozesse parallel ablaufen. Man nimmt an, dass die hoch-
komplexen Pathomechanismen, die zu einer Lungenfibrose fuhren kénnen, bei den
meisten ILE dieselben sind'®’.

Hierbei spielen Interaktionen zwischen T-Zellen, Fibroblasten und ein komplexes
Netzwerk von profibrotisch wirksamen Cytokinen eine wichtige Rolle¥%'%7  Es
werden Faktoren freigesetzt, die ihrerseits Entzindungsreaktionen und Fibroblasten-
proliferation weiter verstarken. Einer dieser Faktoren ist das Chemokin MCP-1,
welches ausschlieRlich an den Rezeptor CCR2 bindet’%'"2.

Bei Patienten mit ILE fanden sich sowohl im Serum133, als auch in der BALF"%72
erhdhte Spiegel von MCP-1. Bei Kindern mit ILE konnten zusatzlich erhdhte Spiegel
CCR2* T-Zellen nachgewiesen werden®. Sowohl die MCP-1-Spiegel als auch die
CCR2" T-Zellen waren bei ILE-Kindern mit Lungenfibrose signifikant erhoht
gegenuber ILE-Kindern ohne Zeichen einer Lungenfibroseﬁg.

Bemerkenswert ist auch, dass im Tiermodell CCR2 (-/-) Mause vor einer Fitc- oder
Bleomycin-induzierten Lungenfibrose geschiitzt sind®*®""'?*_ Gleiches konnte durch
eine antikdrpervermittelte Blockade von MCP-1 erreicht werden™. In einem gen-
therapeutischen Ansatz wird intramuskular ein Plasmid appliziert, welches flr ein
mutiertes MCP-1 mit reduzierter chemotaktischer Wirkung, aber erhaltenen CCR2-
Bindungseigenschaften codiert. Hierdurch konnte die Entstehung einer Bleomycin-
induzierten Lungenfibrose’’, aber auch andere fibrotische Erkrankungen®'® im
Tiermodell deutlich abgeschwacht werden.

Immer mehr Studien belegen, dass neben der MCP-1/CCR2-Achse auch polarisierte
T-Zellen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Gewebsfibrose spielen'"". Es
wurde gezeigt, dass Tn1-Zellen, die IFN-y und IL-12 produzieren, diese Entwicklung
limitieren konnen, wohingegen Ty2-Zellen, die IL-4 und IL-13 sezernieren, Uber die

Stimulation der MCP-1 Sekretion aus Fibroblasten zu einer verstarkten Fibrose
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fihren® 198111167 " T.2_ Zellen fordern das Fortschreiten der Erkrankung einerseits
durch die Induktion von profibrotischen Vorgangen und andererseits durch die
Inhibition der Produktion von Ty1-Zytokinen, die antifibrotische Eigenschaften
besitzen>%381:9397:122148:191 (gjahe  Abbildung 4). Im Tierversuch schiitzt eine

4% ebenso wie eine IL-4 (-/-) Rezeptor Mutation'® vor einer

Behandlung mit anti-IL-
Kollagenproduktion, wahrend ein Ungleichgewicht zwischen INFy und IL-4 zugunsten
von IL-4 zu einer vermehrten Fibrose und einer reduzierten Lungenfunktion fiihrt'.
Auch in Bezug auf die Ty1 oder Ty2-assoziierten Chemokinrezeptoren auf T-Zellen
fanden sich Hinweise auf eine Beteiligung im pathophysiologischen Prozess der
Fibroseentstehung. So wurden bei Patienten mit idiopathischer pulmonaler Fibrose
vermehrt Ty2-assoziierte CCR4 " und vermindert Ty1-assoziierte CXCR3" T-Zellen im
Vergleich zu gesunden Probanden gefunden'®. Auch im Tiermodell zeigte sich bei
Bleomycin-induzierter Lungenfibrose mehr fir CCR4-kodierende mRNA als bei
Kontrollmdusen'’. Ebenso wurde in diesem Modell postuliert, dass der Tu1-
assoziierte Rezeptor CXCR3 wesentlich zur Limitierung der Erkrankung beitragt, da
es bei CXCR3 (-/-) Mausen zu einer verstarkten Entwicklung einer Lungenfibrose
kam®. Dies legt wiederum nahe, dass im Tiermodell die Expression von CXCR3 im
Hinblick auf die Entwicklung von Lungenfibrose schiutzend wirkt.

In Bezug auf den Rezeptor CCR5 ist die Datenlage unklar, da sich hier wider-
spruchliche Ergebnisse fanden, die es nicht erlauben, CCR5 in Bezug auf seine
Rolle im Fibrosegeschehen klar in das Tu1/Th2-Schema einzuordnen. So zeigten
sich bei Patienten mit idiopathischer pulmonaler Fibrose niedrige Spiegel CCR5"
Lymphozyten®?, wohingegen im Tiermodell bei Mausen mit strahleninduzierten
Lungenfibrose erhohte Level gefunden wurden® . Zusammenfassend kann man
sagen, dass bei einer Ty1-betonten Immunantwort die Entwicklung der Fibrose in der
Regel stark abgeschwacht ist, wohingegen eine Tp2-betonte Antwort profibrotisch

wirkt '8’
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IL-4, IL-13
- MCP-1 /\
Adiviete 77 7.7g)len Fibroblasten ———» Fibrose
Makrophagen .
MCP-1
MCP-1

Abbildung 4: Komplexer Mechanismus der Fibroseentstehung9

Inwiefern die Chemokine selbst an dem Fibroseprozess beteiligt sind, ist noch unklar.
Den Chemokinen TARC und MDC wird ein klarer Ty2-assoziierter Charakter

® und Bleomycin-induzierter

bescheinigt’>'*?. Sowohl im Tiermodell bei Strahlen-’
Lungenfibrose'’, als auch bei Patienten mit idiopatischer Lungenfibrose'? und
eosinophiler Pneumonie®'?! fanden sich erhohte Level der an den Ty2-assoziierten
Rezeptor CCR4 bindenden Chemokine TARC und MDC. Eine Neutralisation von
TARC durch spezifische Antikorper fuhrte bei Mausen zu einer geringeren Auspra-
gung der Lungenfibrose nach Behandlung mit Bleomycin. Eine Neutralisation von
MDC zeigte in diesem Modell keinen Effekt'’

In Bezug auf RANTES , das sowohl an den Ty1 assoziierten Rezeptor CCR5, als
auch an den T2 assoziierten Rezeptor CCR32%8%98:144 pindet, fanden sich sowohl im
Tiermodell bei Mausen mit strahleninduzierten Lungenfibrose®” als auch bei
Patienten mit Sarkoidose® "% idiopathischer pulmonaler Fibrose®” und
interstitieller Pneumonie®'*® erhéhte Spiegel fiir RANTES kodierender mRNA oder
des RANTES Proteins selbst. Insgesamt wird RANTES im Zusammenhang mit

Gewebsfibrose ein profibrotischer Effekt zugeschrieben.
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2. Zielsetzung

Daten aus Mausmodellen und humanen Studien deuten auf einen Beteiligung von
MCP-1 und CCR2 bei der Pathogenese interstitieller Lungenerkrankungen (ILE) hin.
Ein besseres Verstandnis dieser Lymphozytenpopulationen tragt wesentlich zur
Klarung der Frage bei, ob die MCP-1/CCR2-Achse ein potentielles Angriffsziel in der
Behandlung interstitieller Lungenerkrankungen darstellt.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Frage einer Beteiligung von MCP-1 und seines
Rezeptors CCR2 erneut aufgegriffen werden. Wir stellten die Hypothese auf, dass in
bronchoalveolarer Lavageflissigkeit (BALF) der Anteil CCR2" T-Lymphozyten bei
interstitiellen Lungenerkrankungen im Vergleich zu chronischer Bronchitis (CB) und
malignen Erkrankungen der Lunge (M) erhoht ist. Als Nebenhypothese wurde
postuliert, dass die vermehrte Zahl CCR2-exprimierender Lymphozyten mit einem

Anstieg von MCP-1 assoziiert ist.

Im Einzelnen wurden folgende Fragen gestellt:

- Sind Chemokine und Chemokinrezeptor-exprimierende T-Zellen in der BALF
nachweisbar?

- Hat die Kontamination von BALF mit Blut einen Einfluss auf die hierin
gemessene Anzahl Chemokinrezeptor-exprimierender T-Zellen?

- Ergeben sich Unterschiede zwischen den Gruppen in Bezug auf die Anzahl
CD4" Zellen, CD8" Zellen und die CD4/CD8-Ratio?

- Wie verteilen sich die Chemokinrezeptoren auf CD4" und CD8" T-Zellen?

- Sind bei ILE mehr CCR2" T-Zellen, als bei den Kontrollgruppen zu finden?

- Ist ein Anstieg CCR2" T-Zellen bei ILE mit einem Anstieg von MCP-1
assoziiert?

- Konnen bei verschiedenen Erkrankungen unterschiedliche Konzentrationen
der Liganden von CCR4 (TARC, MDC) und von CCR5 (RANTES)
nachgewiesen werden?

- Finden sich in Bezug auf die Chemokinrezeptoren CXCR3, CCR5 (Ty1) und
CCR4 (Tw2) bei verschiedenen Erkrankungen unterschiedliche prozentuale
Verteilungen Chemokinrezeptor-exprimierender T-Zellen und ergeben sich
hieraus Hinweise auf die Art der T-Zell-Polarisierung bei ILE?

Stephi Redl, Nettelbeckstr.27a, 81929 Minchen,

e-mail: stephi.redl@gmx.de, Mobil: 0172-8587300
Version vom 29.04.2007
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Ultrazentrifuge Varifuge 20RS

Tischzentrifuge 5415 C

Kuhlschrank +4°C

Gefrierschrank -20°C

Mischgerat Vortex-Genie 2

Mikropipetten (0 - 10ul; 10 - 100ul; 20 — 100ul)
Mehrkanal-Pipette ,Research Pro“ (50 — 1200pul)
AM 60 Multi-Reagent Washer
ELISA-Auto-Reader

Durchflusszytometer (FACS): FACSCalibur
FACS —Auswertesoftware:

BD Cell Quest Pro 4.0.2.

SPSS 12.0.1
Graph Pad Prism Version 4.0

Heraeus Sepatech
Eppendorf

Bosch

Liebherr

Scientific Industries
Eppendorf
Eppendorf

Dynex

MRXII, Life Sciences

Becton&Dickinson

Becton&Dickinson

SPSS Inc.

GraphPad Software, Inc.
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3.1.2 Glas- und Plastikmaterial

- Reaktionsgefalle (1,5ml, 2ml)
— Plastikspitzen fur Mikropipetten
- Plastikréhrchen (15ml / 50ml)

— Rundbodenréhrchen (5ml) ,Falcon®

3.1.3 Chemikalien und Puffer

— Phosphate-buffered saline (PBS)
10x stock solution,1Liter:
80g NaCl
2g KClI
13,069 Na;HPO4 .2H,0
2g KH2PO4
pH 7,3

—  Ammoniumchlorid-Puffer
500ml:
4,15g NH4CI
500mg KHCO3
18mg EDTA (Triplex IlI)
ad 500ml aqua destillata
(bei 4°C fur ca. 3 Wochen haltbar)

Eppendorf,
Schubert/Pharmacia
Falcon

Becton&Dickinson,

Merck
Merck
Merck
Merck

Merck
Merck
Merck

24
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3.1.4 Antikorper

Tabelle 4: Verwendete Antikorper

Antikorper |(Fluorochrom |Isotyp Verdiinnung | Hersteller
Maus

CD4 APC 1:2 BD Pharmingen
lgG1
Maus

CD8 PC5 1:250 Immunotech
lgG1
Maus

CCRS5 FITC Pur/(1:5) Pharmingen
lgG2a
Maus

CXCR3 FITC 1:5 R&D Systems
lgG1
Maus

CCR4 PE 1:2 BD Pharmingen
IgG1
Maus

CCR2 PE 1:2 R&D Systems
lgG2a
Maus

IgG2a PE lgG2a 1:20 Immunotech
(Isotypkontrolle)
Maus

IgG1 FITC IgG 1 1:20 Immunotech

(Isotypkontrolle)
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3.2 Methoden

3.2.1 Patienten

62 Patienten mit verschiedenen Grunderkrankungen wurden zwischen Marz 2003
und Februar 2004 in der pneumologischen Abteilung der Medizinischen Klinik
Innenstadt (Ludwigs-Maximilians Universitat, Midnchen) zu diagnostischen oder
therapeutischen Zwecken bronchoskopiert und lavagiert. Hierbei wurden nur
Patienten mit Verdacht auf pulmonale Erkrankungen fur diese Studie in Betracht
gezogen. Retrospektiv. wurden aus diesem Patientenkollektiv 38 Patienten
ausgewahlt, die einer der drei Gruppen ,chronische Bronchitis“ (CB), ,interstitielle
Lungenerkrankungen® (ILE) und ,Malignome der Lunge® (M) zugeteilt werden
konnten. Die Erstellung einer Gruppe aus gesunden Probanden war aus ethischen
Grinden nicht zu vertreten.

Von der Analyse ausgeschlossen wurden sowohl Proben, in denen zu wenige Zellen
anhand der Durchflusszytometrie nachgewiesen wurden, ebenso wie Patienten, die
keiner der drei Gruppen zugeteilt werden konnten.

Fur diese explorative Analyse wurden vom Routinelabor nicht mehr bendtigte
Bronchiallavageproben verwendet. Die Ethikkomission der LMU hat der anonymen
Weiterverwendung von Probenresten zugestimmt, die bei bronchoskopischen
Untersuchungen von Patienten Ubrig geblieben sind, zu der sie das schriftliche

Einverstandnis gegeben hatten.

3.2.2 Patientengruppeneinteilung

38 Patienten wurden in die drei Gruppen ,chronische Bronchitis® (CB), ,interstitielle
Lungenerkrankungen® (ILE) und ,Malignome der Lunge® (M) eingeteilt.

Die einzelnen Diagnosen wurden von Pneumologen der Medizinischen Kilinik-
Innenstadt der LMU Maunchen anhand klinischer, radiologischer, histologischer,
zytologischer und bronchoskopischer Kriterien gestellit.

Die Gruppe CB umfasste 6 Patienten die laut Definition der WHO an chronischer
Bronchitis erkrankt waren, aber an keiner weiteren Lungenerkrankung litten. Bei
diesen Patienten fand man demzufolge die Symptome Husten und Auswurf in
mindestens zwei aufeinander folgenden Jahren wahrend mindestens drei

aufeinander folgenden Monaten.
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In die Patientengruppe M wurden 9 Patienten aufgenommen, die an histologisch
gesicherten malignen Erkrankungen der Lunge, wie Bronchialkarzinom, Lungenfiliae
oder Lymphomen litten, bei denen jedoch eine ILE oder eine CB ausgeschlossen
werden konnte.

In die Gruppe ,interstitielle Lungenerkrankungen® ILE wurden 23 Patienten mit
verschiedenen diffusen Erkrankungen des Lungenparenchyms aufgenommen, zu
denen die folgenden Diagnosen zahlten: Rheumatoide Polyarthritis mit pulmonaler
Beteiligung, systemische Sklerodermie, systemischer Lupus erythematodes, ANCA-
negative Vaskulitis, exogen allergische Alveolitis, Sarkoidose mit pulmonaler
Beteiligung, akutes Lungenversagen, Busulfanlunge, Pneumokoniose, desquamative
interstitielle Pneumonie, Bronchiolitis obliterans, chronifizierende Pneumonie und ILE
unklarer Genese. Neben den jeweiligen Diagnosekriterien wurden hierbei vor allem
auch auf das Vorliegen einer Lungenfibrose in bildgebenden Verfahren und die
Diffusionskapazitatsmessung geachtet.

Insgesamt wurden von den Patienten folgende Parameter und Befunde soweit
vorhanden retrospektiv erhoben: Nikotinkonsum, Immunsuppression, ein Differential-
Blutbild und CRP vom Tag oder Vortag der Untersuchung, Lungenfunktionswerte
(VC, FEV1, TLCO), Roéntgenthorax, CT-Thorax, Lungenbiopsien, Zytospinwerte,
Erregernachweis und Blut in der BAL-FlUssigkeit und eine Blutgasanalyse (genaue

Begriffsdefinitionen siehe unten).
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Begriffsdefinitionen

Immunsuppression:

Raucher:

Obstruktion:

Restriktion:

Lavage blutig:

Fibrose:

TLCO:

Einnahme von  Kortikosteroiden, Zytostatika  oder
Chemotherapeutika im Zeitraum von zwei Monaten vor oder
zum Zeitpunkt der Lavage oder Erkrankung an HIV,
Stadium AIDS

Als Raucher wurden Patienten definiert, die zur Zeit der
BAL oder innerhalb der 10 Jahre zuvor Nikotin
konsumierten.

FEV4/VC < 70% vom Soll

VC < 70% vom Soll

Die BAL-Flussigkeit wurde zur Abtrennung der Zellen
zentrifugiert. War in dem abzentrifugierten Zellpellet deutlich
eine rote Fraktion mit bloiem Auge zu erkennen, wurde die
Probe als blutig gewertet.

Zeichen einer Lungenfibrose im CT- oder Rontgenthorax

Diffusionskapazitatsmessung mittels Einatemzugmethode

nach standardisiertem Verfahren, Normbereich > 85%
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3.2.3 Bronchoalveolare Lavage

Die Bronchiallavage ist ein bronchoskopisches Verfahren, mit dem man auf wenig
invasive Weise Zellen, inhalierte Staubpartikel, Krankheitserreger und fllssige
Bestandteile aus den terminalen Bronchiolen und Alveolen gewinnen kann.

Bei der vorliegenden Arbeit wurde eine Bronchiallavage im Rahmen einer
diagnostischen Bronchoskopie mit einem flexiblen Bronchoskop unter Pramedikation
mit Midazolam bis maximal 5mg i.v. oder Propofol bis zu 120mg i.v. und einer
Lokalanasthesie mit 2% Lidocain topisch durchgefihrt. Das Bronchoskop wurde im
betroffenen Lungenlappen, bei generalisierten Lungenveranderungen in einem
Subsegment des Mittellappens positioniert und soweit in die Peripherie
vorgeschoben, dass die Instrumentenspitze das Bronchiallumen abdichtete (,Wedge-
Position®). Hierdurch wurde eine optimale Flissigkeitsrickgewinnung moglich. Damit
tatsachlich die peripheren Lungenanteile und Alveolarraume ausgewaschen wurden,
bendtigte man ein Spllvolumen von 120 - 140ml.

Das Spulvolumen wurde in Einzelfraktionen von 20-50ml instilliert und wieder
abgesaugt. Die erste Fraktion wurde flr mikrobiologische Untersuchungen
verwendet, alle weiteren Fraktionen wurden als Pool gesammelt und fur die
zytologische Untersuchung und die Analyse der Lymphozytensubpopulationen
mittels der Durchflusszytometrie verwendet (siehe Abbildung 5).

Die Proben wurden gekuhlt in unser Labor transportiert und innerhalb weniger
Stunden weiterverarbeitet. Die gewonnene BAL-Flussigkeit (BALF) wurde durch eine

doppellagige Mullkompresse gefiltert, um grobe Schleimflocken zu entfernen.
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Mikrobiologie
(Erregernachweis)

BALF

Zentrifugation
N

Pellet mit Zellen in
PBS-Puffer

resuspendieren

l

Immunfarbung der

Zellen

l

Durchflusszytometrie
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1. Fraktion
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einfrieren
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Abbildung 5: Ubersicht iiber die Probenaufbereitung

I
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Gesamtzellzahl in der
Fuchs-Rosenthal-
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Zytospin:
Differentialzellzéhlung




Material und Methoden 31

3.2.4 Zytospin

In der Fuchs-Rosenthal-Kammer wurde die Gesamtzellzahl in der BALF bestimmit.
Anschlieend wurden zur genauen Zelldifferenzierung mit May-Grinwald/Gimsa
gefarbte Zytospins angefertigt und unter dem Mikroskop per Hand ausgezahlt. Der

Anteil der einzelnen Zellpopulationen wurde prozentual angegeben.

3.2.5 ELISA

Enzyme-linked Immunoabsorbent Assays (ELISA) ermdglichen eine quantitative
Erfassung l6slicher Antigene. In einer Antigen-Antikérper-Reaktion wird das Antigen
an immobilisierte Antikorper gebunden, mit einem enzymgebundenen Antikorper
markiert und anschlielRend Uber eine enzymatische Farbreaktion nachgewiesen. Die
Farbintensitat ist direkt proportional zu der urspringlich vorhandenen
Antigenkonzentration.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine quantitative Bestimmung der Chemokine
RANTES, MDC, TARC und MCP-1 aus den Uberstanden der BALF mit Sandwich-
ELISAs der Firma R&DSystems (Minneapolis, USA) durchgefuhrt. Die Durchfihrung
der ELISAs erfolgte nach der beiliegenden Vorschrift des Herstellers.

Die BALF wurde bis zur Durchfihrung der ELISAs bei -20 °C gelagert und erst
unmittelbar davor aufgetaut. Die ELISA Platten sind mit den jeweiligen Chemokin-
spezifischen Antikdrpern beschichtet. Zur Markierung wird ein peroxidasegebundener
ebenfalls  spezifischer  polyklonaler  Antikérper  und als  Chromogen
Tetramethylbenzidine verwendet. Zum Stoppen der Peroxidasereaktion wurde 2N
Schwefelsaure verwendet. Die Extinktion wurde mit einem ELISA-Auto-Reader bei
450nm gemessen und die Chemokinkonzentrationen mit Hilfe der Standardkurve
berechnet. Die ermittelten Chemokinkonzentrationen [pg/ml] wurden auf je 10.000

Zellen umgerechnet (siehe Formel 1).

Formel 1: Umrechnungsformel fiir Chemokinkonzentrationen (CK) pro Zellzahl in der BALF

CK[pg/ml] _  cK][pg]
Zellzahl x10° [1/ml]  10.000 Zellen
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3.2.6 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting) hat in den
vergangenen Jahren vor allem in der biologischen und medizinischen Forschung
sowie in der Diagnostik verstarkt Eingang gefunden. Sie stellt dabei ein optisches
Melsystem flur einzelne in einem Flussigkeitsstrom fokussierte Partikel dar und
basiert auf dem Prinzip der quantitativen Fluorochromierung, das heisst der Farbung
verschiedener Komponenten mit geeigneten Fluorochromen. Das Anwendungs-
spektrum reicht von Lymphozytentypisierung uUber Zellzyklusanalysen bis hin zu
funktionellen Untersuchungen, wie zum Beispiel intrazellulare Stoffwechselvorgange.
Eine Hauptanwendung besteht darin, mit Hilfe von fluoreszenzfarbstoffmarkierten
Proben bestimmte Eigenschaften von Zellen oder Zellpopulationen auf Einzel-
zellebene zu dokumentieren und somit eine grole Anzahl von Zellen schnell und
prazise zu analysieren. Grundlage ist die Antigen-Antikorper-Reaktion, die mit
fluoreszenzfarbstoffmarkierten Antikorpern durchgefuhrt wird. Die markierten Zellen
werden durch hydrodynamische Fokusierung wie an einer Perlenkette einzeln an
einem  geblndelten Laserstrahl  geeigneter = Wellenlange  vorbeigeleitet
(siehe Abbildung 6). Bei Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch
den monochromatischen Laserstrahl werden diese auf ein hoheres Energieniveau
gehoben. Nach dem Laserpuls fallen die Elektronen unter Abgabe von Energie (in
Form von Photonen) auf ihr Ursprungsniveau zurtick. Die emittierte Photonen-
konzentration, die durch einen Photodetektor registriert wird, verhalt sich proportional
zur Menge an gebundenen Antikorpern pro Zelle und erlaubt somit eine Aussage
Uber z.B. die Expression von Oberflachenmolekulen. Zusatzlich werden durch die
Lichtbeugung und —streuung Informationen Uber die Zellgréfie und die Binnenstruktur
der Zellen gewonnen. Hierbei korrelieren das Vorwartsstreulicht mit der Zellgrélie
und das Seitwartsstreulicht mit der Granularitat. (Homepage der FACS Core Facility

der Universitat Mainz : http://www.facslab.toxikologie.uni-mainz.de/zytometrie.jsp)


http://www.facslab.toxikologie.uni-mainz.de/zytometrie.jsp#hydrodynamische Fokussierung#hydrodynamische Fokussierung
http://www.facslab.toxikologie.uni-mainz.de/zytometrie.jsp)--

Material und Methoden

Ventil

/
spiilen (PBS) = /
i

= Abfall (Waste)

T.aserfokus
(ca. 40x20 um)

- laminarer
Durchfluss

Linse
|

~ Faotadiode

T ——— _— (FSC und SSC)
. Laserblocker
Objektiv d tischen Bank : : ;
(90Joem; L;Sr ;:EC;; e)en Quarz  //[: hydrodynarmsche Fokussierung
kivette [ [ (Offnung 70 pum)

/
/

PBS (Sheath) —

/

/

"e a0
(AR LN 4

b) Hydrodynamische

/

Fokussierung Druckluft —

Querschnitt durch die Quarzkiivette
(hydrodynamische Fokussierung)

Zelle

\\

Probenstrom

Hiillstrom (sample)

(sheath)

o Ventil
::'} = Vakuum (spiilen)
] " Probe~
1y ;;.\ Einspritznadel
f — Probenréhrchen
AR
=5 :f —— Einzelzellsuspension
N

-~

[ =
&/ Offhung 80 um

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines FACS-Gerates

(Homepage der FACS Core Facility der Universitat Mainz : http://www.facslab.toxikologie.uni-

mainz.de/zytometrie.jsp)
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3.2.7 Fluoreszenzfarbung

Oberflachenantigene koénnen entweder in einem Schritt (mittels direkter Farbung)
oder Uber zwei Markierungsschritte (mittels indirekter Farbung) nachgewiesen
werden. Bei der direkten Fluoreszenzfarbung verwendet man monoklonale
Antikorper, welche bereits direkt mit dem jeweiligen Fluorochrom konjugiert sind. Bei
der indirekten Fluoreszenzfarbemethode gibt man zunachst einen spezifischen
Antikbper zu seinem Untersuchungsmaterial, an den dann ein zweiter
fluorochrommarkierter Antikorper bindet. Eine gleichzeitige FACS-Messung mit
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen ist moglich, weil sich die eingesetzten
Farbstoffe zwar bei einer gemeinsamen Wellenlange anregen lassen aber Uber
unterschiedliche, flur den jeweiligen Farbstoff charakteristische Emissionsspektren

verflugen.

Tabelle 5: Verwendete Fluorochrome

Fluorochrom Max. Anregung Emission Farbe
FITC 488 nm 520 nm Grun
PE 488 nm 575 nm Rot-Orange
PC5 488 nm 670 nm Rot
APC 595/633 nm 520 nm Grun

Bei dieser Studie kam ein Vier-Farben-DurchfluBzytometer zur Anwendung, das die
Simultanmessung von vier verschiedenen Fluorochromen in einer Probe ermdglicht
(siehe Tabelle 5). Zur Markierung der gesuchten Oberflachenantigene wurden
ausschlieBlich direkt markierte monoklonale Antikérper benitzt.
durch
Vollblutproben. Die BALF-Proben wurden mit den in Tabelle 6 aufgefuhrten drei

Die optimale

Antikdrperkonzentration ermittelte man  vorher Titrationsreihen in

verschiedenen Antikérperkombinationen gefarbt und am Vier-Farben-FACS-Gerat

FACSCalibur von Becton & Dickinson analysiert.

Tabelle 6: Farbeschema

Tube FITC PE PC5 APC
1 CXCR3 CCR4 CD8 CD4
2 CCR5 CCR2 CD8 CD4
3 IgG1 IgG2a CD8 CD4
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3.2.8 Farbeprotokoll fiir die BAL-Flussigkeit

Um die Zellen von dem Uberstand zu trennen, wurde die BALF 10 Minuten bei
2900 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und bei -20 °C
eingefroren. Das Pellet wurde in 200yl PBS-Puffer resuspendiert und
weiterverarbeitet.

200l resuspendiertes Zellpellet wurden auf vier 1,5ml Eppendorf
Reaktionsgefalle zu je 50ul verteilt.

Entsprechend dem Farbeschema in Tabelle 6 wurden die Antikorper zu je 10pl
in die jeweiligen Reaktionsgefalle zugegeben, gemischt und anschlielend
20 min lang bei 4 °C inkubiert.

Anschlie3end folgt ein Waschschritt: Zugabe von 1ml PBS, dann Zentrifugation
bei 2900 x g flr 5 min.

Hierauf wurden die Zellen in Ammonium-Chlorid-Puffer zur Erythrolyse
resuspendiert

Unmittelbar im Anschluss wurde die durchflusszytometrische Analyse

durchgefuhrt.
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3.2.9 Auswertung und Gatingstrategie

3.29.1 Lymphozyteneingrenzung

In der BAL-FlUussigkeit ist in der FSC/SSC-Darstellung die morphologische
Identifizierung der Lymphozyten durch die ahnliche Gréfke und Granularitat anderer
Zellpopulationen erschwert. Um eine moglichst prazise Eingrenzung der
Lymphozytenpopulation zu erreichen, ging man folgendermal3en vor:

Da CD8" und CD4" T-Lymphozyten eine vergleichbare Granularitat und GroRe
besitzen, wurde anhand der Granularitat der Zellen (SSC) und des Markers CD8 eine
Region abgegrenzt (Abbildung 7). Diese Region wurde in ein GroRen-/Granularitats-
fenster (FSC/SCC) (ibertragen ("back-gating"), um die CD4" Lymphozyten mitzuer-
fassen (Abbildung 8). Die Eingrenzung der Lymphozytenwolke erfolgte somit in zwei
Schritten, im ersten Schritt durch Abgrenzung anhand ihrer Granularitadt und des
Oberflachenmarkers CD8, im zweiten Schritt durch Feinabgrenzung anhand des

typischen GrofRen- und Granularitatsbereich der Lymphozytenpopulation.
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Abbildung 7: Lymphozyteneingrenzung in der BAL-Fliissigkeit
Abszisse: CD8-PC5, Ordinate: SSC
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Abbildung 8: Lymphozyteneingrenzung in der BAL-Flussigkeit
Abszisse: FSC, Ordinate: SSC
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3.2.9.2 Weitere Analyse der Lymphozytenpopulation

Aus den Primarfenstern (SSC/CD8 und FSC/SCC) wurden die eingegrenzten
Lymphozytenpopulationen auf weitere Fenster zur Analyse spezifischer Marker
Ubertragen. Dabei wurden im Punktehistogramm jeweils zwei Marker gegenuber-
gestellt. Das Verhaltnis von CD4- zu CD8-positiven Zellen wurde ermittelt
(siehe Abbildung 9), indem man Abgrenzlinien zog und die Quadrantenstatistik
errechnen liel. Entsprechend wertete man den Anteil Chemokinrezeptor-
exprimierender CD4" und CD8" T-Zellen aus (siehe Abbildung 10 - Abbildung 13).
Dabei benutzte man die Isotyp-Kontrolle des entsprechenden Immunglobulins, um

unspezifische Bindungen zu berucksichtigen.

EBAL051.003
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Abbildung 9: Darstellung CD4" und CD8" Zellen
Abszisse: CD4-APC Ordinate: CD8-PC5
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Abbildung 10: Darstellung CCR5°CD4" Zellen,
Abszisse: CD4-APC, Ordinate: CCR5 FITC
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Abbildung 11: Darstellung der Isotyp-Kontrolle fiir CCR5°CD4" Zellen

Abszisse: CD4-APC, Ordinate: Maus-lgG2a PE
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Abbildung 12: Darstellung CCR5°CD8" Zellen
Abszisse: CD8-PC5, Ordinate: CCRS5 FITC
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Abbildung 13: Darstellung der Isotyp-Kontrolle fiir CCR5°CD8" Zellen

Abszisse: CD8-PC5, Ordinate: Maus-lgG2a PE
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3.2.10 Statistische Auswertung

Da bei den vorliegenden Patientendaten aufgrund der geringen Fallzahlen keine
Normalverteilung der Ergebnisse zu erwarten war, wurden Medianwerte angegeben.
Unverbundene Stichproben wurden mittels des nicht-parametrischen Mann-Whitney-
U-Test, und verbundene Stichproben mit dem Wilcoxon-Test analysiert. Die relative
Haufigkeit Chemokinrezeptor-exprimierender Lymphozyten wurde in Medianen und
Spannweiten angegeben. Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 festgelegt. Um
Korrealtionen zu berechnen wurde der bivariate Spearman’s rho-Test verwendet.
Eine Korrelation wurde ab einem Korrelationskoeffizienten r > + 0,3 angenommen.

Fir diese Berechnungen wurde SPSS Version 12.0.1 (Chicago, lllinois, USA) und flr
das Erstellen der Streudiagramme GraphPad Prism Version 4.0 (San Diego,

California, USA) verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1 Patienten

38 Patienten im Alter von 29 bis 78 Jahren und einem Altersmedian von 56 Jahren
wurden in drei Gruppen ,chronische Bronchitis® (CB), ,interstitielle Lungen-
erkrankungen® (ILE) und ,Malignome der Lunge® (M) eingeteilt. Unter den Patienten
fanden sich 23 Manner und 15 Frauen (siehe Abbildung 14).

38 Erwachsene
Altersmedian: 56 Jahre

Spannweite: 29 - 78 Jahre

m/w: 23/15
cB ILE M
(chronische Bronchitis) (interstitielle (Malignome)
Lungenerkrankungen)

6 Patienten 23 Patienten 9 Patienten
Altersmedian: 65 Jahre Altersmedian: 55 Jahre Altersmedian: 55 Jahre
Spannweite: 34 - 71 Jahre | | Spannweite: 29 - 76 Jahre Spannweite: 34 - 78 Jahre
m/w: 6/0 m/w: 12/11 m/w: 6/3

Abbildung 14: Patientenaufteilung
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4.1.1 Patienten mit interstitiellen Lungenerkrankungen

In die Gruppe ,interstitielle Lungenerkrankungen® (ILE) wurden 23 Patienten (ILE 1 —
ILE 23) im Alter von 29 bis 76 Jahren und einem Altersmedian von 55 Jahren
aufgenommen. Hierunter befanden sich 12 Manner und 11 Frauen. 5 Patienten
rauchten (ILE 2, ILE 4, ILE 5, ILE 21, ILE 22), 6 wurden entsprechend den oben
genannten Definitionen als immunsupprimiert gewertet. Bei 11 Patienten zeigten sich

Zeichen einer Lungenfibrose (siehe Tabelle 7).

Die Patientengruppe umfasste im Einzelnen folgende Erkrankungen:
- Rheumatoide Polyarthritis mit pulmonaler Beteiligung (ILE 1)
- Systemische Sklerodermie (ILE 6)

- Systemischer Lupus erythematodes (SLE) (ILE 3)

- ANCA-negative Vaskulitis (ILE 7, ILE 22)

- Exogen allergische Alveolitis (EAA) (ILE 2, ILE 23)

- Sarkoidose mit pulmonaler Beteiligung (ILE 5, ILE 8, ILE 15, ILE 20, ILE 21)
- Akutes Lungenversagen (ARDS) (ILE 9, ILE 12)

- Busulfanlunge (ILE 11)

- Pneumokoniose (ILE 17)

- ILE unklarer Genese (ILE 14, ILE 18)

- Desquamative interstitielle Pneumonie (DIP) (ILE 4)
- Bronchiolitis obliterans (BOOP) (ILE 10 )

- Chronifizierende Pneumonie (ILE 13, ILE 16, ILE 19)
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Tabelle 7: Patientengruppe interstitielle Lungenerkrankungen
D | miw | S0 Fibrose | CFE | LeukomisniS | mico | esion | blutig
ILE 1 w 61 - 2,9 8,7 n.d. + +
ILE 2 w 50 + 0,1 6,7 68,3 + +
ILE 3 m 47 + 0,7 4,3 34,2 - +
ILE 4 w 58 + 2 1.4 36,4 - -
ILE 5 w 40 + 0,56 51 77,6 _ _
ILE 6 w 57 + 0,07 4,9 82,3 . +
ILE 7 m 75 + 16,3 9,2 446 - -
ILE 8 m 37 n.d. n.d. 3,2 n.d. - -
ILE 9 m 68 + 0,8 15,7 n.d. + +
ILE10 | W 65 + 9 5,6 46,9 - -
ILE11 | M 64 + 7,5 2,5 41,5 - +
ILE 12 w 53 + n.d. n.d. n.d. + +
ILE 13 m 76 - 14,58 8,9 n.d. - -
ILE14 | ™ 29 + 0,52 10,4 40,7 - +
ILE 15 w 49 - 0,32 41 96,2 - -
ILE 16 w 60 - 6,47 12,1 86,6 - -
ILE 17 m 59 - 15,4 6,5 72,5 - +
ILE 18 m 63 + n.d. 9,1 n.d. - +
ILE19 | m 55 - 4,77 56 n.d. + +
ILE20 | W 49 + 0.2 4.4 90,0 - +
ILE 21 m 35 + 0,05 6,4 62,2 - -
ILE22 | W 55 - 1 5,5 834 . +
ILE 23 m 44 _ n.d. 7.9 60,8 + -

ID = Identitat, m = mannlich, w = weiblich, - = nein, + = ja, n.d. = nicht durchgefiihrt,
Leukozyten i.S.: Leukozyten im Serum, TLCO= Diffusionskapazitat
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4.1.2 Patienten mit chronischer Bronchitis

Die Gruppe ,chronische Bronchitis“ (CB) umfasste 6 mannliche Patienten
(CB 1 - CB 6) im Alter von 34 bis 71 Jahren und einem Altersmedian von 65 Jahren.

Ein Patient rauchte (CB 5). Kein Patient zeigte Zeichen einer Lungenfibrose oder

wurde als immunsupprimiert gewertet (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: Patientengruppe chronische Bronchitis

D | miw | S | eichen | (o || TLCO | esion | blutig
CB1 m 34 - 0,8 6,6 92,4 - -
CB 2 m 51 - n.d. n.d. 90,2 - +
CB 3 m 67 _ n.d. 5,8 82,1 - _
CB 4 m 68 - 2,79 10,8 n.d. - -
CB5 m 62 - 0,71 7.9 nd. - -
CB6 m 71 - 10,63 9,9 n.d. - -
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4.1.3 Patienten mit Malignomen

In die Patientengruppe ,Malignome® (M) wurden 9 Patienten (M 1 — M 9) im Alter von
34 bis 78 Jahren und einem Altersmedian von 55 Jahren aufgenommen. Hierunter
befanden sich 6 Manner und 3 Frauen. Ein Patient rauchte (M 3) und drei wurden als

immunsupprimiert gewertet (siehe Tabelle 9).

Diese Gruppe umfasste im Einzelnen folgende Erkrankungen:
- Lungenfiliae (Cervix-Karzinom (M 1), Kaposi-Sarkom/AIDS (M 6)
Bronchialkarzinom (M 2, M 4, M 5)
Lymphangiosis carcinomatosa (Cholangio-Karzinom) (M 7)
M. Hodgin (M 3)
Non-Hodgkin-Lymphom der Lunge (M 8, M 9)

Tabelle 9: Patientengruppe Malignome

D [ [ e Tenrose| €50 Lovkampanis. | rigo [ mmure T rote
M1 w 34 _ 44 0,9 483 + -
M2 m 55 + 3,7 9,7 n.d. + .
M3 m 55 _ n.d. 19 121,6 - +
M4 m 70 - 9 42 92,9 - -
M5 w 70 - 17,72 18 755 ] _
M6 m 47 - 3,51 4,9 n.d. + +
M7 w 62 - 1,57 12 nd. _ N
M8 m 78 n.d. 2,65 17 nd. _ _
M9 m 49 - 0,08 8,9 80,4 - -
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4.2 Einfluss von verschiedenen Faktoren

Im folgenden Kapitel werden Einflisse verschiedener Faktoren, wie zum Beispiel
Rauchen, auf die Ergebnisse beschrieben. Aufgrund der geringen Fallzahl wurden

die Analysen nur innerhalb der ILE-Gruppe durchgefihrt.

4.2.1 Einfluss von Rauchen und Immunsuppression

Sowohl bei der Analyse der Chemokine, als auch der

Chemokinrezeptoren ergaben sich innerhalb der ILE-Gruppe
keine signifikanten Unterschiede zwischen Rauchern und . R
Nichtrauchern und zwischen immunsupprimierten und nicht- . |S

® RundIS

immunsupprimierten Patienten. Bei der weiteren Analyse

wurden diese Gruppen nicht gesondert betrachtet.

In den folgenden Graphiken wurden Raucher (R) blau und Abbildung 15:

Kennzeichnung von
Rauchern und

(siehe Abbildung 15). immunsupprimierten
Patienten

immunsupprimierte  Patienten (IS) rot gekennzeichnet

4.2.2 Einfluss von anderen Faktoren

Hinsichtlich der Alters- und der Geschlechterverteilung, Restriktion und Obstruktion
und Patienten mit oder ohne Zeichen einer Lungenfibrose fanden sich keine

signifikanten Unterschiede.
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4.2.3 Einfluss von Blut in der BAL-Fllissigkeit

In einigen BAL-Proben fand sich makroskopisch sichtbares Blut. Um den Einfluss
von Blut in der BAL-FlUssigkeit auf die Anzahl Chemokinrezeptor-exprimierender
T-Zellen zu prufen, stellten wir innerhalb der ILE-Gruppe blutige Proben den nicht-
blutigen Proben gegenuber.

Beim Vergleich zwischen blutigen und nicht-blutigen BAL-Proben innerhalb der
ILE-Gruppe ergeben sich hoch signifikante Ergebnisse bei CCR4'CD4" und
CCR2'CD4" Zellen und signifikante Ergebnisse bei CCR4'CD8" Zellen und
CCR5'CD4" Zellen. Hierbei fanden sich bei blutigen Proben niedrigere Prozentsatze
an CCR2", CCR4" und CCR5" Zellen. Es zeigte sich eine deutliche Trennung
zwischen blutigen und nicht-blutigen BAL-Proben. Am deutlichsten war diese
Trennung bei CCR4 auf CD4" Zellen zu sehen (Abbildung 16). Bei den Chemokinen
MCP-1, TARC, MDC und RANTES fanden sich keine signifikanten Unterschiede.

p<0,01
=Ah ' l e CCR4' CD4'
Y
§ 401
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N -
o 30
2 ® o
et ®
‘w 20-
g -
?‘2 10- : e 9
&
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nicht-blutige blutige
Proben Proben
(n=8) (n=13)

Abbildung 16: CCR4'CD4" Zellen bei blutiger und nicht-blutiger BALF
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Aufgrund des erheblichen Einflusses von Blut in der BALF auf die Anzahl
Chemokinrezeptor-exprimierender T-Zellen bei Chemokinrezeptoren, wurden die
folgenden Auswertungen zusatzlich unter Ausschluss blutiger Proben betrachtet.
Damit verblieben bei nicht-blutigen Proben in der Gruppe CB funf Patienten, in der
Gruppe ILE zehn Patienten und in der Gruppe M sechs Patienten. Im Einzelnen
konnen die Patientengruppen jedoch kleiner sein, da nicht immer alle
Chemokinrezeptor-Farbungen durchgefuhrt werden konnten oder beim ELISA
einzelne Werte nicht messbar waren. Bei weniger als drei Patienten pro Gruppe
wurde mangels statistischer Relevanz auf die Berechnung und auf die Darstellung in

den Diagrammen verzichtet.

4.3 Differentialblutbild und C-reaktives Protein

Tabelle 10 zeigt Mediane und Spannweiten der Differentialblutbilder und

CRP-Wertes der einzelnen Patientengruppen.

Tabelle 10: Differentialblutbild und CRP

CB ILE M
MessgroRe Normbereich***
(n=6) (n=23) (n=9)
Leukozyten 7,9* 6,5 12
3 4.0-11.3
(x 107 /ml) (5,8-10,8) (2,5-15,7) (0,9-42)
Lymphozyten 17 17,6 5
ymphozy 25-40
(%) (10,8 — 28,2) (0-34) (2-32)
Neutrophile 74 73,5** 88
50-70
Granulozyten (%) (57 — 81,8) (31-93) (54 - 97)
Eosinophile 2 1,9 0,7 4
<
Granulozyten (%) (0,3-6,7) (0-92) (0-6)
Basophile 0,6 04 0,1 1
<
Granulozyten (%) (0,2-1) (0-1,2) (0-1)
Monozyten 7 6,2 6,1 15
<
(%) (5,8-8,3) (1-10) (9,6 - 0,6)
CRP 1,8 1 3,6
<0,5
(mg/dl) (0,7-10,6) (0,05 -16,3) (0,08 — 44)

* Angabe des Medians und der Spannweite

** signifikanter Unterschied zwischen ILE und Malignomen
*** Laboreigene Normwerte, Medizinische Klinik Innenstadt, LMU, Miinchen
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4.4 Differentialzytologie der BAL-Flissigkeit

Tabelle 11 zeigt Mediane und Spannweiten der Differentialzytologie der BALF der
einzelnen Patientengruppen. Es fiel eine Verminderung der Alveolarmakrophagen in
der Gruppe der ILE auf. Es ergaben sich jedoch statistisch gesehen keinerlei
signifikante Unterschiede beim Vergleich der einzelnen Krankheitsgruppen
miteinander. Beim Vergleich von ILE-Patienten mit und ohne Nikotinkonsum
beziehungsweise mit und ohne Immunsuppression bestanden keine Unterschiede
zwischen den einzelnen Zellpopulationen der BALF. Auf Grund der geringen
Fallzahlen wurden innerhalb der beiden anderen Krankheitsgruppen keine

Vergleiche durchgefuhrt.

Tabelle 11: Zelluldre Bestandteile der BAL-Fliissigkeit

CcB ILE M Normbereich**
Messgrofe

(n=6) (n=23) (n=9) (Nichtraucher)
Alveolarmakrophagen 58* 39 68,8 > 84
(%) (31-91) (13 —-94) (26 —78,1)
Lymphozyten 12 11 18 <13
(%) (4-32) (4,7 -69) (2-73)
Neutrophile Granulozyten 16 12 6,5 <3
(%) (4-57) (0,8 —80) (2-166)
Eosinophile Granulozyten 0,8 1,6 0,5 <05
(%) (0,5-38,8) (0,1-130) (0,2-10,8)

* Angabe des Medians und der Spannweite
** Laboreigene Normwerte, Medizinische Klinik Innenstadt, LMU, Miinchen
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4.5 CD4-gesamt, CD8-gesamt und CD4/CD8-Ratio

Bei der Auswertung von CD4" Zellen, CD8" Zellen und der CD4/CD8-Ratio zeigten
sich deutliche Unterschiede zwischen blutigen und nicht-blutigen Proben. Im
Folgenden wurden die Ergebnisse zusatzlich unter Ausschluss blutiger Proben
betrachtet. In Tabelle 12 finden sich die Anzahl der durchgeflihrten und ausgewer-

teten Farbungen von CD4 und CD8. Median und Spannweite sind in Tabelle 13

aufgefuhrt.

Tabelle 12: Anzahl der Farbungen von CD4 und CD8
Anzahl der Farbungen gesamt CB ILE M
alle Proben 34 6 21 7
nicht-blutige Proben 18 4 9 5

Tabelle 13: Median und Spannweite von CD4-gesamt, CD8-gesamt und der CD4/CD8-Ratio

* CD4-gesamt CD8-gesamt CD4/CD8-Ratio
gesamt 38 (0 - 65)** 25 (0,7 - 84) 1,3(0-3,8)
CcB 19,5 (0,6 - 54) 13 (0,7 - 29) 1,1 (0,2 -3,8)
ILE 45 (0 - 65) 26 (1-60) 1,6 (0-3,1)
M 36 (2-49) 16 (3 - 84) 1,2 (0 - 3)

* diese Angaben sind aus allen Proben berechnet

Bei Verwendung von allen Proben ergaben sich keine signifikanten Unterschiede von
CD4" Zellen, CD8" Zellen und der CD4/CD8-Ratio beim Vergleich der einzelnen
Krankheitsgruppen. Allerdings fiel auf, dass bei allen drei Parametern der Median bei
ILE im Vergleich zu M und CB deutlich erhéht war.

Schloss man blutige Proben aus, war die CD4/CD8-Ratio bei ILE hoch signifikant
héher, als bei CB. Die Anzahl CD4" Zellen zeigte sich bei ILE hoch signifikant hoher,
als bei CB und signifikant hoher als bei M. Bei CD8" Zellen ergaben sich auch nach
Ausschluss der blutigen Proben keine signifikanten Unterschiede (siehe Abbildung
17, Abbildung 18, Abbildung 19 und Abbildung 20).
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Abbildung 20: CD4/CD8-Ratio bei nicht-blutigen Proben
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46 Chemokine

Bei der Auswertung der Chemokine fanden sich keine Unterschiede zwischen
blutigen und nicht-blutigen Proben, Rauchern und Nichtrauchern und immun-
supprimierten und nicht-immunsupprimierten Patienten. Deshalb gingen bei der

Analyse der Chemokine alle Proben in die Auswertung ein.

4.6.1 MCP-1

In Tabelle 14 werden die Anzahl der ausgewerteten Messungen von MCP-1
aufgeflhrt. Ebenso finden sich hier Angaben zum Median und der Spannweite der

gemessenen Konzentrationen von MCP-1.

Tabelle 14: Eckdaten zu MCP-1

Anzahl der Messungen MCP-1*
von MCP-1 (pg/10.000 Zellen)
gesamt 31 0,14 (0,01 - 10,70)
CcB 4 0,10 (0,06 - 5,37)
ILE 20 0,19 (0,03 - 10,70)
M 7 0,07 (0,01 - 0,33)

* Median und Spannweite der MCP-1-Konzentrationen

Vergleich der Krankheitsgruppen

Beim Vergleich der Krankheitsgruppen war der Median von MCP-1 bei ILE erhoht.
Beim Vergleich der ILE- mit der M-Gruppe fand sich ein nahezu signifikanter
Unterschied mit p = 0,055 (siehe Abbildung 21). Ansonsten zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede.

Korrelationen
Es fand sich keine relevante Korrelation des Chemokins MCP-1 mit seinem
Chemokinrezeptor CCR2 (siehe Tabelle 15).

Tabelle 15: Korrelation von MCP-1 mit CCR2
MCP-1 CCR2'CD4"

CCR2°CDS8"

alle Proben

r=0,23; p=0,24*

r=0,18; p =0,37

innerhalb ILE

r=0,15; p=0,58

r=0,24;p=0,38

* Angabe des Korrelationskoeffizienten r und der Signifikanz p
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4.6.2 TARC

In Tabelle 16 werden die Anzahl der ausgewerteten Messungen von TARC
aufgeflhrt. Ebenso finden sich hier Angaben zum Median und der Spannweite der

gemessenen Konzentrationen von TARC.

Tabelle 16: Eckdaten zu TARC

Anzahl der Messungen TARC*
von TARC (pg/10.000 Zellen)
gesamt 34 0,02 (0,01 -0,28)
CcB 6 0,01 (0,01 - 0,09)
ILE 21 0,02 (0,01 -0,28)
M 7 0,02 (0,001 - 0,05)

* Median und Spannweite der TARC-Konzentrationen

Vergleich der Krankheitsgruppen

Beim Vergleich der Krankheitsgruppen war der Median von TARC bei ILE erhoht. Es
fanden sich aber keine signifikanten Unterschiede zu den anderen Gruppen
(siehe Abbildung 22).

Korrelationen

Es fand sich keine relevante Korrelation des Chemokins TARC mit seinem
Chemokinrezeptor CCR4 (siehe Tabelle 17). TARC Kkorrelierte mit dem Chemokin
MDC, das auch an den Rezeptor CCR4 bindet (siehe Abbildung 23).

Tabelle 17: Korrelation von TARC mit CCR4 und MDC

TARC CCR4'CD4" CCR4'CDS8" MDC
alle Proben r=0,14; p = 0,49* r=0,37;p=0,10 r=0,76; p=0,00
innerhalb ILE r=0,01;p=0,97 r=0,22;p=0,37 r=0,65; p =0,002

* Angabe des Korrelationskoeffizienten r und der Signifikanz p
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4.6.3 MDC

In Tabelle 18 werden die Anzahl der ausgewerteten Messungen von MCP-1
aufgeflhrt. Ebenso finden sich hier Angaben zum Median und der Spannweite der

gemessenen Konzentrationen von MCP-1.

Tabelle 18: Eckdaten zu MDC

Anzahl der Messungen MDC*
von MDC (pg/10.000 Zellen)
gesamt 34 0,25 (0,02 - 2,70)
CcB 6 0,21 (0,05 - 0,40)
ILE 21 0,32 (0,06 - 2,70)
M 7 0,15 (0,02 - 0,70)

* Median und Spannweite der MDC-Konzentrationen

Vergleich der Krankheitsgruppen

Beim Vergleich der Krankheitsgruppen war der Median von MDC bei ILE erhoht. Es
fanden sich aber keine signifikanten Unterschiede zu den anderen Gruppen
(siehe Abbildung 24).

Korrelationen
MDC korrelierte mit CCR4"CD8" Zellen und mit dem Chemokin TARC, das auch an
den Rezeptor CCR4 bindet (siehe Tabelle 19 und Abbildung 23).

Tabelle 19: Korrelation von MDC mit CCR4 und TARC

MDC CCR4'CD4" CCR4°CDS8" TARC
alle Proben r=0,33;p=0,10* r=0,53; p=0,01 r=0,76; p=10,00
innerhalb ILE r=0,31;p=0,20 r=0,41;p=0,08 r=0,65; p =0,002

* Angabe des Korrelationskoeffizienten r und der Signifikanz p
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4.6.4 RANTES

In Tabelle 20 werden die Anzahl der ausgewerteten Messungen von MCP-1
aufgeflhrt. Ebenso finden sich hier Angaben zum Median und der Spannweite der

gemessenen Konzentrationen von MCP-1.

Tabelle 20: Eckdaten zu RANTES

Anzahl der Messungen RANTES*
von RANTES (pg/10.000 Zellen)
gesamt 34 0,05 (0,003 - 0,35)
CcB 6 0,04 (0,004 - 0,18)
ILE 21 0,07 (0,01 -0,37)
M 7 0,05 (0,003 - 0,08)

* Median und Spannweite der RANTES-Konzentrationen

Vergleich der Krankheitsgruppen

Beim Vergleich der Krankheitsgruppen war der Median von RANTES bei ILE erhoht.
Es fanden sich aber keine signifikanten Unterschiede zu den anderen Gruppen
(siehe Abbildung 25)

Korrelation von RANTES mit dem Rezeptor CCR5

Es fand sich keine relevante Korrelation des Chemokins RANTES mit seinem

Chemokinrezeptor CCRS5 (siehe Tabelle 21). Es zeigte sich aber eine Korrelation der
RANTES-Konzentration mit dem prozentualen Anteil an Lymphozyten in der BALF
(r=0,50, p <0,01).

Tabelle 21: Korrelation von RANTES mit CCR5

RANTES CCR5'CD4" CCR5°CD8"
alle Proben r=0,24; p=0,25* r=0,28;p=0,16
innerhalb ILE r=0,12; p=0,63 r=0,28; p=0,26

* Angabe des Korrelationskoeffizienten r und der Signifikanz p
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4.7 Chemokinrezeptoren

Bei der Auswertung der Chemokinrezeptoren zeigten sich deutliche Unterschiede
zwischen blutigen und nicht-blutigen Proben. Im Folgenden wurden in der Gruppe
,hicht-blutige Proben® die Ergebnisse zusatzlich unter Ausschluss blutiger Proben

betrachtet.

4.7.1 CCR2

In Tabelle 22 finden sich die Anzahl der durchgefihrten und ausgewerteten

Farbungen von CCR2. Median und Spannweite sind in Tabelle 23 aufgefihrt.

Tabelle 22: Anzahl der Farbungen bei CCR2

Anzahl der Farbungen gesamt CB ILE M
alle Proben 30 5 19
nicht-blutige Proben 15 3 8

Tabelle 23: Median und Spannweite CCR2°CD4" und CCR2°CD8" Zellen

* CCR2°CD4" CCR2°CDS"
gesamt 1,4 (0-13,8) 0,7 (0-9,3)
CB 0,2(0-0,2) 0(0-0,1)
ILE 5,1(0-13,8) 1,9(0-9,3)
M 0,6 (0-2,2) 0,8 (0,1-2,7)

* diese Angaben sind aus allen Proben berechnet

In der ILE-Gruppe fanden sich signifikant mehr CCR2"CD4" Zellen als CCR2'CD8"
Zellen.

Bei ILE war der Anteil CCR2'CD4" Zellen signifikant hoher, als bei Malignomen.
Nach Ausschluss der blutigen Proben wurde dieses Ergebnis hoch signifikant.
Ebenso fanden sich bei ILE signifikant mehr CCR2'CD4" Zellen, als bei CB. Schloss
man blutige Proben aus, fiel dieses Ergebnis nur signifikant aus.

In der M-Gruppe zeigten sich hoch signifikant mehr CCR2*CD8" Zellen, als bei CB.
Nach Ausschluss der blutigen Proben fand sich kein signifikanter Unterschied mehr
(siehe Abbildung 26, Abbildung 27).
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4.7.2 CCR4

In Tabelle 24 finden sich die Anzahl der durchgeflhrten und ausgewerteten

Farbungen von CCR4. Median und Spannweite sind in Tabelle 25 aufgefuhrt.

Tabelle 24: Anzahl der Farbungen bei CCR4

Anzahl der Farbungen gesamt CB ILE M
alle Proben 39 2 21
nicht-blutige Proben 13 1 8

Tabelle 25: Median und Spannweite CCR4'CD4"und CCR4'CD8" Zellen

* CCR4'CcD4" CCR4'cD8"
gesamt 11,8 (0,2 - 45,4) 1,5 (0,1-21,3)
CB 7,0(22-11,8) 0,8 (0,1-1,5)
ILE 16,5 (0 - 45,4) 2,9(0,1-21,3)
M 3,3(0-17,3) 1,1(0,1-1,5)

* diese Angaben sind aus allen Proben berechnet

In der ILE-Gruppe fanden sich signifikant mehr CCR4"CD4" Zellen als CCR4'CD8"
Zellen.

Bei ILE fanden sich signifikant mehr CCR4*CD4" und CCR4'CD8" Zellen, als in der
M-Gruppe. Bei Ausschluss blutiger Proben wurde dieses Ergebnis hoch signifikant.
Uber die Gruppe CB mit zwei Patienten konnte keine Aussage getroffen werden
(siehe Abbildung 28, Abbildung 29).
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4.7.3 CCR5

In Tabelle 26 finden sich die Anzahl der durchgeflhrten und ausgewerteten

Farbungen von CCR5. Median und Spannweite sind in Tabelle 27 aufgefuhrt.

Tabelle 26: Anzahl der Farbungen bei CCR5

Anzahl der Farbungen gesamt CB ILE M
alle Proben 30 6 19
nicht-blutige Proben 15 3 8 4

Tabelle 27: Median und Spannweite CCR5'CD4" und CCR5°CD8" Zellen

* CCR5°CD4" CCR5'CD8"
gesamt 17,5 (0 - 54,5) 15,9 (0 - 50,6)
CB 3,3(0,8-17,5) 1.4 (1-16,4)
ILE 29,9 (0 - 54,5) 19,2 (0 - 50,6)
M 15(0,3-4,2) 22(1,2-81)

* diese Angaben sind aus allen Proben berechnet

Es bestand innerhalb der ILE-Gruppe kein signifikanter Unterschied zwischen
CCR5'CD4" und CCR5'CD8" Zellen.

Bei ILE zeigten sich signifikant mehr CCR5°CD4" und CCR5'CD8" Zellen, als bei
Malignomen. An diesem Ergebnis anderte sich nach Ausschluss von blutigen Proben
nichts.

Beim Vergleich zwischen CB und ILE fanden sich erst nach Ausschluss der blutigen
Proben signifikant mehr CCR5'CD4" Zellen, als bei CB. Keine signifikanten
Ergebnisse fanden sich beim Vergleich von CB mit M (siehe Abbildung 30, Abbildung
31).
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4.7.4 CXCR3

In Tabelle 28 finden sich die Anzahl der durchgefihrten und ausgewerteten

Farbungen von CXCR3. Median und Spannweite sind in Tabelle 29 aufgeflthrt.

Tabelle 28: Anzahl der Farbungen bei CXCR3

Anzahl der Farbungen gesamt CB ILE M
alle Proben 31 4 21
nicht-blutige Proben 15 2 9

Tabelle 29: Median und Spannweite CXCR3*CD4" und CXCR3'CD8" Zellen

* CXCR3CD4* CXCR3"CD8*
gesamt 7,5(0 - 38,9) 10,3 (0 - 76)
CB 3,9 (0 - 34,4) 2,2 (0,1-20,2)
ILE 9,5 (0 - 38,9) 14 (0,1 - 40,6)
M 1,1(0-11,8) 0,9 (0-76,4)

* diese Angaben sind aus allen Proben berechnet

Es bestand innerhalb der ILE Gruppe kein signifikanter Unterschied zwischen
CXCR3"CD4" und CXCR3*CD8" Zellen.

Bei CXCR3 fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
Krankheitsgruppen. Nach Ausschluss der blutigen Proben konnte die Gruppe CB mit
nur noch zwei Patienten statistisch nicht mehr beurteilt werden (siehe Abbildung 32,
Abbildung 33).
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5. Diskussion

Diffuse Erkrankungen des Lungenparenchyms werden unter dem Uberbegriff
Jinterstitielle Lungenerkrankungen® (ILE) zusammengefasst. Sie stellen eine
heterogene Gruppe dar, die durch Entzindungsprozesse und Fibrosierung im

t43;167

Lungenparenchym und den kleinen Atemwegen gekennzeichnet is . Trotz

intensiver Therapie kann oft das Fortschreiten der Erkrankung, das bis zur irrever-
siblen Lungenfibrose fiihren kann, nicht aufgehalten werden?046:69113:151
Insbesondere die idiopathische pulmonale Fibrose weist zumeist einen progredienten
Verlauf auf, der selbst mit Kortikosteroiden oder Zytostatika relativ wenig zu
beeinflussen ist?0:46:113:128:151

Zur Entwicklung sowohl neuer Verlaufsparameter als auch therapeutischer
Strategien und Medikamente ist ein besseres Verstandnis der immunologischen
Vorgange dieser Erkrankung von entscheidender Bedeutung.

In der vorliegenden explorativen Analyse wurde die bronchoalveolare Lavage
Flussigkeit von Patienten, die an interstitiellen Lungenerkrankungen erkrankt waren,
untersucht und mit Patienten, die an chronischer Bronchitis oder malignen Erkran-
kungen der Lunge litten, verglichen.

Wir erwarteten bei interstitiellen Lungenerkrankungen im Vergleich zu den
Kontrollgruppen in der bronchoalveolédren Lavage Flissigkeit erhdhte Level CCR2*
T-Zellen und des Liganden MCP-1 zu finden. Ferner stellte sich die Frage, inwiefern
sich hierbei auch eine Ty2-betonte Immunantwort zeigte. Hierfir wurden die
Chemokinkonzentrationen von TARC, MDC und RANTES und die Chemokin-
rezeptorexpressionsmuster von CCR4, CCR5 und CXCR3 auf CD4" und CD8"

T-Zellen bestimmt.
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5.1 Patientengruppen

Anhand klinischer, radiologischer, zytologischer und bronchoskopischer Befunde
wurden fur diese explorative Analyse 38 Patienten ausgewahlt und in drei Gruppen
sinterstitielle Lungenerkrankungen“ (ILE), ,Malignome der Lunge“ (M) und
,chronische Bronchitis* (CB), eingeteilt. Die Erstellung einer Kontrollgruppe aus
gesunden Probanden war aus ethischen Grunden nicht zu vertreten.

Bezuglich des Altersmedians waren alle drei Gruppe vergleichbar. Im Hinblick auf die
Geschlechterverteilung war die ILE-Gruppe ausgewogen, in der M-Gruppe fanden

sich mehr Manner und die CB-Gruppe bestand nur aus Mannern.

5.1.1 Gruppe der interstitiellen Lungenerkrankungen

In die Patientengruppe der interstitiellen Lungenerkrankungen wurde ein
heterogenes Patientenkollektiv aus 23 Patienten mit verschiedenen Erkrankungen
des Lungenparenchyms, wie zum Beispiel Sarkoidose oder exogen allergischer
Alveolitis aufgenommen (siehe Tabelle 7).

Aufgrund der geringen Fallzahlen der Patienten war innerhalb der ILE-Gruppe eine
feinere Einteilung zu einzelnen definierten Krankheiten nicht mdglich. Es wird aber

angenommen, dass bei den meisten ILE dieselben Pathomechanismen'?1¢’

zur
Persistenz oder zum Fortschreiten der Erkrankung fuhren. Deshalb wurde in der

vorliegenden Arbeit diese heterogene Gruppe zusammengefasst.
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5.1.2 Kontrollgruppe: Malignome der Lunge

In der Kontrollgruppe ,Malignome® wurden 9 Patienten zusammengefasst, die an
verschiedenen malignen Erkrankungen der Lunge, wie zum Beispiel Bronchial-
karzinomen oder Lungenmetastasen litten (siehe Tabelle 9).

Bei den meisten soliden Tumoren findet man einen Einstrom aus Leukozyten,
worunter sich vor allem T-Zellen, dendritische Zellen, Mastzellen und Makrophagen
befinden. Urspringlich glaubte man, dass diese Immunzellen im Rahmen einer
gegen den Tumor gerichteten Immunantwort in die Areale einwandern. Mittlerweile
deuten allerdings immer mehr Studien auf eine Sekretion von Chemokinen durch den
Tumor selbst hin. Angelockte Leukozyten unterstitzen dann Uber verschiedene
Mechanismen Tumorwachstum, Angioneogenese und Metastasierung’®. Bei
Patienten mit Lungenkarzinomen fand man einen vermehrten Einstrom von
Makrophagen” und T-Lymphozyten®® in die Tumorareale. Hierunter zeigten sich
hauptsachlich aktivierte Memory-T-Zellen. Zudem stieg prozentual die Anzahl der
CD8" T-Zellen an, was wiederum zu einer niedrigeren CD4/CD8-Ration fiihrt>°. CD8*
T-Zellen nehmen eine wichtige Rolle in der Tumorabwehr ein®*. Neue
Therapieansatze basieren auf einer Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen, die das
Tumorwachstum unterdriicken und optimalerweise zu einer Heilung fiihren sollen*’.
Viele, wenn nicht alle Krebserkrankungen sind auch durch eine abnorme Chemokin-
produktion und Chemokinrezeptorexpression gekennzeichnet'®*. Bei Tumoren, wie
zum Beispiel Sarkomen, zeigte sich eine Produktion von MCP-124% die zum Teil
auch mit der Schwere der Erkrankung korrelierte®'®°. Es wurde gezeigt, dass zum
Beispiel bei Brustkrebs oder Pankreaskarzinomen niedrige MCP-1 Spiegel eher das
Tumorwachstum und die Angioneogenese fordern™*'®° wahrend aus einer
Uberexpressison von MCP-1 eher ein Tumorriickgang und eine verlangerte mittlere
Uberlebenszeit resultiert?®'??,

Auch RANTES wird von Tumorzellen produziert und wird fiir einen Einstrom CCR1*
und CCR5" Zellen in die Tumorareale verantwortlich gemacht. Wie bei MCP-1
korrelierte bei Brustkrebs die Chemokinkonzentration mit der Schwere der

10 1m Tiermodell fand sich ebenfalls bei Brustkrebs nach der

Erkrankung
Behandlung mit einem RANTES Antagonisten ein Tumorriickgang und weniger
infiltrierende Leukozyten155. Des weiteren vermutet man, dass der Tumor selbst Uber

Zwischenschritte eine Tp2-betonte Immunantwort generiert, welche die gegen den
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Tumor gerichtete Immunantwort stort und somit das Uberleben des Tumors
fordert’®.

Diese immunologischen Vorgange bei Tumoren, die sich grundlegend von denen der
ILE unterscheiden sind die Basis dafur, die Gruppe der Malignome als Kontrollgruppe

Zu verwenden.

5.1.3 Kontrollgruppe: Chronische Bronchitis

In die Patientengruppe ,chronische Bronchitis® wurden 6 Patienten zusammen-
gefasst, die laut der Definition der Weltgesundheitsorganisation WHO an "Husten
und Auswurf an den meisten Tagen wahrend mindestens je drei Monaten in zwei
aufeinander folgenden Jahren" litten (siehe Tabelle 8). Hierunter fanden sich sowohl
Patienten mit und ohne obstruktiver Komponente im Sinne einer chronischen
Bronchitis oder einer chronisch obstruktiven Bronchitis (COPD).

Die chronische Bronchitis ist eine Erkrankung des Bronchialbaums, bei der sich im
Gegensatz zur ILE die Entziindungsreaktionen nicht im Interstitium, sondern in der
Bronchialschleimhaut abspielen. Die Unterteilung des pulmonalen Immunsystems in
das Bronchialmukosa-assoziierte Kompartiment und das alveolar-interstitielle
Kompartiment stellt die pathophysiologische Abgrenzung der CB-Gruppe zu den
anderen Krankheitsgruppen dar'¥°2.

Das Bronchialmukosa-assoziierte Gewebe ist ein locker organisiertes lymphatisches
Gewebe mit kleinen Agglomeraten aus T-, B- und Plasmazellen, welches den
Peyerschen Plaques des Darms ahnlich ist, aber weder Uber Keimzentren, noch Uber
Kapseln verfigt®*®°. Die Mehrzahl der intraepithelialen Lymphozyten der Bronchial-
mukosa sind T-Zellen, welche mit Bronchialepithelzellen interagieren und eine
wichtige Rolle bei der lokalen Immunantwort der Bronchialschleimhaut spielen®.

Bei Patienten mit COPD finden sich vermehrt neutrophile Granulozyten®'*°,
Makrophagen'’®, Mastzellen und T-Zellen in der Lunge*’. Unter den T-Zellen finden
sich vor allem CD8* T-Zellen, was zu einer erniedrigten CD4/CD8-Ratio fiihrt®*'*°
und fur eine vermehrte zytotoxische Aktivitat in der Pathogenese spricht. Ebenso
fand man sowohl bei Patienten mit chronischer Bronchitis®, als auch bei Patienten

t31

mit COPD im Sputum'”® und in der Lavageflissigkeit®® einen erhdhten Spiegel von

MCP-1 im Vergleich zu gesunden Patienten. In Lungenbiopsien von Erwachsenen
mit COPD fand man eine Ty1-betonte Immunantwort. Hierbei zeigten sich vermehrt

CXCR3* und CCR5" T-Zellen im Vergleich zu einer gesunden Kontroligruppe®:'°°,
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Allerdings ist zu bemerken, dass eine Ty1-Antwort auch durch Virusinfektionen

hervorgerufen werden kann''® welche bei Patienten mit COPD und Rauchern

gehauft vorkommen'®.
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5.2 Methoden

5.2.1 Bronchoalveoldre Lavage

Die Bronchiallavage (BAL) dient zur naheren Differenzierung unklarer interstiteller
Lungenveranderungen von infektidsen oder malignen Lungenerkrankungen. Darlber
hinaus stellt die BAL eine nebenwirkungsarme Methode dar, die eine problemlose
Zellgewinnung ermdglicht. Aufgrund der Differentialzytologie konnen diagnose-
weisende Befunde erhoben, und differentialdiagnostisch konkurrierende Erkran-
kungen ausgeschlossen werden'?®. Durch die bronchoalveoldre Lavage konnte das
Wissen und Verstandnis um die pathophysiologische Rolle der T-Zellen bei ILE
erheblich erweitert werden. Immunologische Studien konnten so naher an den Fokus
der Entziindung, namlich mitten in die Lunge gelangen®’.

Weiterhin kénnen die in der BAL-Flussigkeit (BALF) enthaltenen Zellen mit Hilfe
eines Zytospins morphologisch differenziert werden®®'*°. Bei pulmonalen
Entzindungsprozessen wie zum Beispiel ILE weicht die alveolare Epithelbarriere bei
unter dem Einfluss von inflammatorischen Mediatoren auseinander, so dass ein

verstarkter Zelldurchtritt stattfindet'’”

. Im Gegensatz zu einer gesunden Lunge
enthalt das alveolar-interstitielle Kompartiment bei ILE eine Anreicherung von
Lymphozyten89;167, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten167.

Da man ein dynamisches zellulares Aquilibrium zwischen dem interstitiellen und dem
alveoldren Raum annimmt™#'"" kann von der zelluldren Zusammensetzung der
BALF auf zellulare Entzindungsmuster des Interstitial- und Bronchialraumes
geschlossen werden. Studien bei erwachsenen Patienten mit ILE zeigten eine hohe
Korrelation des zellularen Spektrums in der BAL-FlUssigkeit verglichen mit parallel
gewonnenen Lungenbiopsien'®. Es wurde gezeigt, dass die T-Zellen, die in der
BALF gefunden wurden, mit den T-Zellen der Gewebeproben korrelieren®.

Von der gewonnenen BAL-FlUssigkeit wurden die erste Fraktion zur
mikrobiologischen Diagnostik und die Poolfraktion fur die Analysen dieser Arbeit
verwendet. Hierdurch wurde gewahrleistet, dass immer ein moglichst vergleichbarer
Bestandteil der BALF verarbeitet wurde. In der ersten Fraktion finden sich in der
Regel vor allem abgeschilferte Epithelzellen, Bakterien und Pilze, wahrend in der
Poolfraktion der Anteil der Immunzellen iiberwiegt®. Die Poolfraktion wurde durch

doppellagige Mullkompressen gefiltert, um grobe Schleimflocken zu entfernen.
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Hierbei andert sich die Zellzusammensetzung nur wenig. Die Gesamtzellzahl bleibt
dabei weitgehend konstant, der Anteil der Epithelien geht von 10% auf 6% zurlck,
am Neutrophilen- und Lymphozytenprozentsatz verandert sich nichts*°.

In dieser Arbeit erwarteten wir im Zytospin bei allen Krankheitsgruppen vermehrt
neutrophile Granulozyten, Lymphozyten und Makrophagen zu finden?47:°0:73:128:167:168
Bei den Alveolarmakrophagen waren die Mediane bei allen drei Krankheitsgruppen
entgegen den Beschreibungen in der Literatur unterhalb des Normbereichs.
Zwischen den Gruppen ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede.
Allerdings war die Spannweite sehr weit, so dass sich mit einem groReren
Patientenkollektiv diese Werte anders darstellen konnten.

Der Median bei neutrophilen Granulozyten war bei allen Krankheitsgruppen oberhalb
des Normbereichs. Zwischen den einzelnen Gruppen fanden sich ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede.

Bei den eosinophilen Granulozyten fiel in der ILE-Gruppe ein hoher, wenn auch nicht
signifikanter Median auf. Dies ist mit einer Ty2-betonten Immunantwort bei ILE
vereinbar'®’.

Es fand sich bei allen Zellpopulationen kein Unterschied, sowohl zwischen Rauchern
und Nichtrauchern, als auch zwischen Patienten mit bzw. ohne immunsuppressive
Therapie.

Die Ergebnisse bei Lymphozyten werden gesondert in einem eigenen Kapitel
diskutiert (siehe S.81)

5.2.2 Durchflusszytometrie

Die DurchfluBzytometrie ist ein etabliertes Verfahren zur Analyse zellularer
Oberflachenantigene. Als Beispiele sind die immunologische Diagnostik bei
HIV-Erkrankung (CD4/CD8 Ratio), die Untersuchung von Immundefekten oder die
Messung von HLA-B27 in der Rheumadiagnostik zu nennen'. Die
DurchfluRzytometrie wird zunehmend zur Analyse von BALF verwendet. Vor allem
die Untersuchung von Lymphozytenpopulationen anhand der Oberflachenmarker in
der BALF ist mit Hilfe der Durchflulizytometrie vereinfacht worden und wird bei
unterschiedlichen Fragestellungen eingesetzt***'""4'%°  Gerade bei ILE kann die
durchflulRzytometrische Untersuchung der Lymphozytenpopulationen in der BALF auf
Grund charakteristischer CD4/CD8-Ratios bei bestimmten ILE wie zum Beispiel der

20;41;128 Die

Sarkoidose wegweisende Ergebnisse liefern Eingrenzung der

Lymphozytenpopulation in der DurchfluRzytometrie ist allerdings erschwert durch die
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ungenaue Abgrenzbarkeit der Lymphozyten von Zellen &ahnlicher GroRe im
FSC/SCC-Plot, wie zum Beispiel apoptotischen Lymphozyten, kleinen Monozyten
oder Debris. Es wird deshalb ein im Forschungszentrum Kubus des Dr. von
{6769

Haunerschen Kinderspitals (LMU, Minchen) etabliertes Verfahren verwende um

die Lymphozytenpopulation in der BALF besser abgrenzen zu kdnnen (siehe S. 37).
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5.3 Ergebnisse

5.3.1 AuRere Einflussgrossen

Verschiedene adufere Einflussgrossen konnen eine Veranderung auf die
Zellverteilung, die Chemokinkonzentration und den prozentualen Anteil

Chemokinrezeptor-exprimierender T-Zellen der BALF bewirken.

5.3.1.1 Nikotinabusus

In verschiedenen Studien fand sich bei Rauchern eine erhebliche Vermehrung der
Gesamtzellzahl auf 2-5x10", was auf eine starke Vermehrung der

207374 Beziiglich der Lymphozyten-

Alveolarmakrophagen zurlckzufiihren war
populationen ergab sich ein deutlicher Unterschied zwischen Rauchern und
Nichtrauchern. Wahrend Nichtraucher in der BAL einen mittleren CD4/CD8-
Quotienten von etwa 2,0 aufwiesen'®’, der identisch mit dem Quotienten im
peripheren Blut war, zeigten gesunde Raucher einen auf die Halfte reduzierten
CD4/CD8-Quotienten in der BAL, jedoch nicht im Blut**"*"* was bedeutet, dass
CD8" T-Zellen bei Rauchern in der Lunge vermehrt zu finden waren®®. Ebenso
konnten erhdhte MCP-1 Spiegel in BALF nachgewiesen werden®'.

In der vorliegenden Arbeit waren einige Patienten Raucher. Allerdings konnten die
oben beschriebenen Veranderungen der Ergebnisse bei Nikotinabusus nicht
bestatigt werden. Aufgrund der geringen Fallzahlen kann ein Einfluss trotzdem nicht
ausgeschlossen werden. Da in dieser Studie keine signifikanten Unterschiede
zwischen Rauchern und Nichtrauchern festgestellt werden konnten, wurde auf eine
weitere Untergliederung der Gruppen in Raucher und Nichtraucher im Folgenden

verzichtet.
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5.3.1.2 Einnahme von Immunsuppressiva

Die antiinflammatorische Wirkung von Kortikosteroiden scheint in der Bronchial-
mukosa unter anderem auf einem verminderten Influx eosinophiler Granulzyten und
aktivierter T-Zellen und einer Inhibition der Produktion verschiedener Zytokine wie
zum Beispiel von IL-4 und IL-5 zu beruhen®®19%10%153 Bej Asthma-Patienten wurde
nach Einnahme oraler Kortikosteroide ein Anstieg der neutrophilen und ein Abfall der
eosinophilen Granulozyten in der Bronchialmukosa beschrieben®'. Bei Patienten mit
COPD hingegen wurde nach Inhalation von Kortikosteroiden in der BAL ein
verminderter prozentualer Anteil an neutrophilen Granulozyten gefunden®'%°.

Viele Studien zeigten, dass sich bei Fibrose-Patienten eine Ty2-betonte
Immunantwort vorfindet”'®"'®_ Unter Einfluss von Kortikosteroiden schwacht sich
diese Reaktion ab, das heillt, es finden sich wieder vermehrt Ty1-assoziierte
Chemokinrezeptoren und vermindert Ty2-assoziierte Rezeptoren, im Vergleich zu
unbehandelten Patienten. Bei 57 Patienten mit idiopathischer pulmonaler Fibrose
wurde nach Einnahme von oralen Kortikosteroiden in BALF vermindert CCR4" und
vermehrt CXCR3" T-Zellen, wie bei unbehandelten Patienten gefunden'®. Analoge
Ergebnisse fanden sich bei 28 Asthma-Patienten vor und nach zweiwochiger
Einnahme von Prednisolon (20 mg/d) im peripheren Blut'®.

In dieser Arbeit erhielten einige Patienten Immunsuppressiva wie Kortikosteroide,
aber auch Chemotherapeutika oder Zytostatika. Einer der Patienten war an HIV im
Stadium AIDS erkrankt. Hieraus ergibt sich eine sehr heterogene Gruppe
.mmunsupprimierter Patienten. Aufgrund der geringen Fallzahlen war es nicht
sinnvoll, diese Gruppe weiter in Untergruppen je nach Einnahme der verschiedenen
Medikamente zu unterteilen. In der Literatur wird ein Einfluss von Kortikosteroiden
beschrieben, der in der vorliegenden Arbeit vermutlich auf Grund der heterogenen
Gruppe nicht bestatigt werden konnte. Es konnten weder im Hinblick auf die
Zellzahlen, als auch die Chemokinkonzentration und dem Anteil an Chemokin-
rezeptor-exprimierenden Zellen signifikante Unterschiede zwischen Patienten mit
oder ohne Immunsuppression festgestellt werden. Deshalb wurde im Weiteren auf
eine Untergliederung der Gruppen in Patienten mit oder ohne immunsuppressiver

Therapie verzichtet.
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5.3.1.3 Kontamination mit Blut

Vor allem bei den Ergebnissen der ILE-Gruppe fiel auf, dass mit Blut kontaminierte
Proben wesentlich weniger CCR2", CCR4" und CCR5" T-Zellen enthielten, als bei
nicht-blutigen Proben. Dies zeigte sich sowohl bei Proben, bei denen die BALF
deutlich rot verfarbt war, als auch bei Proben, bei denen sich erst nach der
Zentrifugation eine Rotfarbung des Zellpellets erkennen lief3.

Dieses Ergebnis ist vermutlich auf einen Verdlinnungseffekt der Lavageflissigkeit
durch peripheres Blut zurtickzufuhren. Da die Entzindungsprozesse hauptsachlich
lokal die Lunge und nicht den gesamten Organismus betreffen, ist anzunehmen,
dass lokal in der Lunge mehr Chemokinrezeptor-exprimierende T-Zellen als im
peripheren Blut anzutreffen sind. Bei Patienten mit idiopathischer pulmonaler
Fibrose'®, eosinophiler Pneumonie® und Kindern mit chronischer Bronchitis oder
ILE®® fanden sich in der BALF mehr Chemokinrezeptor-exprimierende Zellen, als im
peripheren Blut. In dieser Arbeit wurden keine Proben von peripherem Blut
analysiert, um diese Verdinnungs-Hypothese zu untermauern.

Derselbe Effekt zeigte sich bei der CD4/CD8-Ratio in der CB-Gruppe (siehe unten).
Bei Rauchern wurde beobachtet, dass sich die Ratio in der BALF deutlich verringert,

im Blut aber normal bleibt**">"

. Vermischt man also BALF mit Blut, muss
zwangslaufig die Ratio verfalscht werden und ansteigen, was den beobachteten
Effekt in der CB-Gruppe erklaren kann. Hier stieg die Ratio nach Einschluss blutiger
Proben deutlich an.

Um saubere und aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten, sollte folglich darauf

geachtet werden, die Lavage so wenig wie moglich mit Blut zu kontaminieren.
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5.3.2 CD4-gesamt, CD8-gesamt und CD4/CD8-Ratio

In der Lunge eines gesunden nicht-rauchenden Patienten sind normalerweise Uber
90% der aus der BAL gewonnen Zellen Makrophagen und nur etwa 5-10%
Lymphozyten. Sowohl in der BAL als auch im Blut finden sich normalerweise doppelt
so viele CD4" Zellen wie CD8" Zellen, das heiltt, die CD4/CD8-Ratio betragt etwa
2,0*%"%7 Das alveolar-interstitielle Kompartiment enthalt bei Gesunden relativ wenige
EntzGndungszellen. Erst bei Entzindungsvorgangen im Lungenparenchym zeigt sich
eine Anreicherung von Lymphozyten®®. Bei Patienten mit ILE steigt die Anzahl der
Lymphozyten sowohl absolut als auch im Verhaltnis zu den anderen Zellpopulationen
an®"%"_ Hierfiir wird sowohl eine vermehrte Rekrutierung aus dem Blut, als auch eine
in situ Proliferation verantwortlich gemacht'?®'”. Auch die CD4/CD8-Ratio verdndert
sich in Abhangigkeit der jeweiligen ILE*'. Bei Sarkoidose zeigt sich typischerweise
eine hohe Ratio zugunsten der CD4" T-Zellen, wohingegen sich bei einer EAA eher

eine niedrige Ratio findet?>*° (siehe Tabelle 30).

Tabelle 30: Phinotyp von T-Zellen in BALF von ILE-Patienten®*%"®

ILE mit Pravalenz von CD4" T-Zellen

- Sarkoidose
- Berylliose

- |LE assoziiert mit M. Crohn

ILE mit Pravalenz von CD8" T-Zellen

- Hypersensitivitatspneumonitis

- ILE assoziiert mit HIV

- ILE assoziiert mit Kollagenosen

- Silikose

- Medikamenten-induzierte Pneumonitis
- Exogen allergische Alveolitis

- Histiocytose X

Auch bei Patienten mit Bronchialkarzinom und mit chronischer Bronchitis fand man
einen vermehrten Einstrom von T-Zellen in die Lunge. Hierbei zeigte sich ein
prozentualer Anstieg CD8" T-Zellen, was wiederum zu einer niedrigeren CD4/CD8-
Ratio fiihrte*"°00%159,

In der vorliegenden Arbeit fanden sich in Bezug auf die Absolutzahlen der

Lymphozyten in der Differentialzytologie keine signifikanten Unterschiede zwischen
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den einzelnen Patientengruppen. In der M-Gruppe allerdings war der Median etwas
oberhalb des Normbereichs, was sich durch einen vermehrten Einstrom von
T-Lymphozyten in die Tumorareale erklaren lasst>°.

Die Analyse der CD4/CD8-Ratio entspricht ebenfalls den oben genannten
Literaturberichten, in denen bei Malignomen® und chronischer Bronchitis®*'*° ein
vermehrter Einstrom von CD8" T-Zellen zu beobachten war. In der CB- und
M-Gruppe zeigten sich prozentual niedrigere Anteile an CD4" und héhere Anteile an
CD8" Zellen im Verhaltnis zu der Gruppe der ILE, wodurch sich eine niedrigere
CD4/CD8-Ratio ableitet.

Signifikante Unterschiede zwischen den Krankheitsgruppen zeigten sich allerdings
erst, wenn man blutige Proben ausschloss und nur saubere Proben berucksichtigte.
Hierbei zeigten sich bei Patienten mit Malignomen (p < 0,05) und mit CB (p < 0,01)
signifikant weniger CD4" T-Zellen im Vergleich zu Patienten mit ILE. Analog dazu
war die CD4/CD8-Ratio bei CB (p <0,01) im Vergleich zu ILE ebenso erniedrigt.
Dieser Effekt |asst sich wie oben beschrieben durch eine Verdiinnung der BALF mit
peripherem Blut erklaren (siehe Seite 80).

In der ILE-Gruppe fanden wir eine relativ im Normbereich liegende Ratio mit einem
Median von 1,6. Da die verschiedenen ILE dieser Gruppe teils durch sehr hohe und
teils durch niedrige CD4/CD8-Ratios gekennzeichnet sind, ist es sehr schwierig, aus
diesem Wert Folgerungen abzuleiten. Eine hohe Ratio weist beispielsweise auf eine
Sarkoidose hin, wohingegen niedrige Werte bei einem Verdacht auf EAA richtungs-
weisend sein konnen?>*%4%1% |n der vorliegenden Arbeit waren fiinf Patienten an
Sarkoidose und zwei Patienten an EAA erkrankt. Bei beiden Erkrankungen fanden
sich unterschiedliche Ratios, die teilweise als nicht typisch fur die jeweilige
Erkrankung zu werten waren. Bei Sarkoidose zeigten sich CD4/CD8-Ratios von

0,46 — 2,9, bei der EAA von 0,6 - 1,9.
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5.3.3 Chemokine
5.3.3.1 MCP-1

Ein MCP-1 Anstieg in der BALF wurde bei vielen Formen pulmonaler
Verletzungsmuster, wie z.B. nach Staubexposition?’ oder organischer Antigen-
exposition beobachtet'”®. Dies legt die Vermutung nahe, dass dieser Anstieg Teil

t3!. Bei Patienten mit ILE wurden

einer fruhen Immunantwort auf Gewebeschaden is
erhdhte Spiegel von MCP-1 in Serum’®'"? und BALF?334%9%8081 gefunden, ebenso
wie in BALF von Patienten mit CB*', COPD'"® oder Tumorpatienten mit Blasen-° oder
Brustkrebs'®®. Bei ILE korrelierten nur die Serum-Spiegel von MCP-1, jedoch nicht
die BALF-Spiegel mit dem Kklinischen Verlauf in Bezug auf eine Therapie mit
Kortikosteroiden'’®. Bei ILE-Kindern waren die MCP-1 Spiegel bei Patienten mit
Lungenfibrose signifikant hoher, als bei Patienten ohne Zeichen einer Lungenfibrose
und korrelierten mit Lungenfunktionsparametern sowie der Erkrankungsschwere®.

In der vorliegenden Arbeit war MCP-1 in BALF bei ILE erhdht. Beim Vergleich der
ILE- mit der M-Gruppe fanden sich ein nahezu signifikanter Unterschied (p = 0,055).
Es konnte keine statistisch relevante Korrelation des Chemokins MCP-1 mit seinem
Chemokinrezeptor CCR2 nachgewiesen werden.

Die in der Literatur beschriebenen MCP-1 Erhéhungen wurden immer im Vergleich
zu gesunden Probanden gemessen, was in der vorliegenden Arbeit aus ethischen
Grunden nicht moglich war. Es wurden drei Krankheitsgruppen miteinander
verglichen, bei denen MCP-1 bei allen dreien eine wichtige Rolle zugeschrieben wird.
Sowohl bei ILE'"?, als auch bei CB*', COPD'"® und Tumorpatienten®'® wurden hohe
MCP-1Spiegel beschrieben, was erklaren kann, dass sich zwischen den Gruppen
kein signifikanter Unterschied zeigt. Dennoch ist der Median bei ILE im Vergleich zu
den beiden anderen Gruppen erhoht, was entweder durch Funktion von MCP-1 in
der Pathogenese von ILE oder als Ausdruck einer starkeren Entzindungsreaktion
erklart werden kann.

Veranderungen des MCP-1-Spiegels im Zusammenhang mit der Einnahme von
Kortikosteroiden wurden bisher nur im Serum, aber nicht in der BALF beschrieben'’2.
In der CB-Gruppe fand sich ein Uberdurchschnittlich hoher MCP-1 Wert, der dem
einzigen Raucher und COPD-Patienten dieser Gruppe (CB 5) zuzuordnen ist und
durch die beschriebenen erhdéhten Werte von MCP-1 bei Rauchern mit COPD

méglicherweise zu erklaren ist'’®.
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5.3.3.2 TARC / MDC

Die Chemokine TARC und MDC sind Schlisselmediatoren der Tu2-betonten
Immunantwort und binden an den Rezeptor CCR4"%"'*2. Sie sind entscheidend an der
Rekrutierung von Tu2-Zellen bei allergischen Erkrankungen wie Asthma

18107141188 o der Rhinokonjunctivitis allergica'’® beteiligt.

bronchiale
Immer mehr Studien belegen, dass die Entwicklung von Lungenfibrose ein Ty2-
vermittelter Prozess ist'”'®""'®_Sowohl im Tiermodell bei Strahlen-"® und Bleomycin-
induzierter Lungenfibrose', als auch bei Patienten mit idiopatischer Lungenfibrose'?
und eosinophiler Pneumonie®’'?' fanden sich erhohte Level der Th2-assoziierten
Chemokine TARC und MDC, die mit CCR4"CD4" Zellen korrelierten®'. Dies legt eine
Beteiligung der beiden Chemokine an der Rekrutierung von Ty2-Zellen in die Lunge
nahe Iegt75. Eine Neutralisation von TARC durch spezifische Antikorper fuhrte bei
Mausen zu einer geringeren Auspragung der Lungenfibrose nach Behandlung mit
Bleomycin. Eine Neutralisation von MDC zeigte in diesem Modell keinen Effekt'”.
Allerdings deuten neuere Studien auch auf eine Beteiligung der beiden Chemokine
bei klassischen Ty1-betonten Erkrankungen hin, da erhohte Level von MDC und
TARC auch bei Arteriosklerose®’, Nikotin-induzierter Atemwegsentziindung'®? und
Morbus Crohn® gefunden wurden.

In der vorliegenden Arbeit fanden sich bei ILE im Vergleich zu den Kontrollgruppen
zwar keine signifikanten Unterschiede, aber es konnten erhohte pulmonale TARC-
und MDC-Konzentrationen bei ILE nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis stimmt

9121152 {iberein, in denen bei

mit den Resultaten der oben genannten Studien
verschiedenen Formen von ILE erhdhte pulmonale Level von MDC und TARC
nachgewiesen werden konnten.

MDC korrelierte mit CCR4"CD8" Zellen, wohingegen TARC nicht mit CCR4" Zellen
korrelierte. Ebenso korrelierten die beiden Chemokine miteinander. Analog zu
unseren Ergebnissen konnte einer Korrelation zwischen MDC und TARC bereits bei
Katoh et al. gezeigt werden®'. In Zusammenhang mit der signifikant erhhten Anzahl
CCR4" T-Zellen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass MDC mdglicherweise eine
starkere Rolle als TARC bei der Rekrutierung von Ty2-Zellen in die Lunge spielte.
Keine Unterschiede konnten zwischen immunsupprimierten und nicht-immun-
supprimierten Patienten festgestellt werden. Hier fand man bei Patienten mit
eosinophiler Pneumonie vor der Behandlung mit Kortikosteroiden hohe TARC-

Spiegel. Nach der Behandlung konnte TARC nicht mehr nachgewiesen werden®'.
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5.3.3.3 RANTES

RANTES bindet sowohl an den Ty1-assoziierten Rezeptor CCRS5, als auch an den
Th2-assoziierten Rezeptor CCR3%%%%144  Bej Patienten mit Sarkoidose® ',
idiopathischer pulmonaler Fibrose®” und interstitieller Pneumonie® konnte vermehrt
fur RANTES kodierende mRNA nachgewiesen werden. Erhohte Konzentrationen von

® als auch bei

RANTES selbst fand man sowohl bei Patienten mit Sarkoidose'
Patienten mit unspezifischer interstitieller Pneumonie’.

Sowohl die Anzahl RANTES-exprimierender Zellen®'*" als auch die RANTES-
Konzentration'®® korrelierte bei Sarkoidose-Patienten mit der Anzahl der in der BALF
enthaltenen Lymphozyten.

RANTES wird im Zusammenhang mit Gewebsfibrose ein profibrotischer Effekt
zugeschrieben®. Allerdings wird RANTES auch bei gesunden Probanden in der
Lunge exprimiert, was nahe legt, dass RANTES auch Lymphozyten flr die normale
Abwehr rekrutiert'’.

RANTES wird ebenfalls von Tumorzellen produziert'"'°. Im Tiermodell fand sich
nach der Behandlung mit einem RANTES Antagonisten ein Tumorrickgang und
weniger infiltrierende Leukozyten'°.

In der vorliegenden Arbeit war RANTES im Vergleich zu den Kontrollgruppen erhoéht.
Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. In Ubereinstimmung mit unseren
Daten konnten erhohte Spiegel von RANTES und RANTES-exprimierender Zellen
bereits bei verschiedenen ILE nachgewiesen werden. Bei den Kontrollgruppen war
RANTES in der M-Gruppe hoéher, als in der CB-Gruppe, was vermutlich aus der
tumoreigenen RANTES-Produktion resultiert.

Ebenso fand sich eine Korrelation von RANTES mit dem Anteil an Lymphozyten
(r=0,50, p<0,01) in der BALF, was sich durch die auch bei gesunden Patienten
bestehenden Rekrutierung von Lymphozyten in die Lunge, die der normalen Abwehr

dienen sollen, erklaren lasst'’.

5.3.4 Chemokinrezeptoren

Naive T-Zellen entwickeln sich nach ihrem ersten Antigenkontakt entweder zu Ty1-
oder Ty2-Zellen und sind jeweils durch ihre spezifische Zytokinsekretion charak-
terisiert. Wahren Ty1-Zellen IFN-y und IL-2 sezernieren, sind Ty2-Zellen durch eine
Sekretion von IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 gekennzeichnet. Auch durch die Art der

Chemokinrezeptoren, die auf der Oberflache der T-Zellen exprimiert wird, erhalt man
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Hinweise auf die jeweilige T-Zell-Polarisierung. Ty1-Zellen tragen vorwiegend CCRS
und CXCR3'?2109132781 = \wahrend Tw2-Zellen vor allem CCR4 und CCRS8
exprimieren13;22;44;161;162;194.

Fur viele Erkrankungen ist jeweils eine Ty1 oder Ty2-Polarisierung typisch. So findet

116;174

sich zum Beispiel bei rheumatoider Arthritis , Multipler Sklerose'™ oder

Hepatitis C'° eher eine Ty1-lastige Immunantwort, wohingegen bei anderen

130 oder

Erkrankungen wie dem Asthma bronchiale'®'%"41:1% dem atopischen Ekzem
der Rhinokonjunktivitis allergica'® eher eine Tn2-betonte Antwort (iberwiegt.
Allerdings kdnnen im humanen Abwehrsystem die beiden Formen meist nicht klar
voneinander getrennt werden und es sind flieRende Ubergénge moglich®.

Auch bei ILE findet man in der Regel eine entweder Ty1- oder Th2-gewichtete
Immunantwort. So erwartet man bei ILE wie zum Beispiel Sarkoidose eher eine
Ty1-839%"% ynd bei eosinophiler Pneumonie® eher eine Th2-gewichtete
Immunantwort. Sobald Patienten eine Lungenfibrose entwickeln, geht man davon
aus, dann bei den Patienten eine Ty2-gewichtete Immunantwort vorzufinden” 167184,
In der vorliegenden Arbeit wurde keine Zytokinsekretionsbestimmung durchgefuhrt,
so dass die Art der T-Zellen nicht exakt definiert werden konnte. Allerdings gibt die
jeweilige Chemokinrezeptorexpression der T-Zellen wichtige Hinweise auf die Art der
T-Zell Polarisierung. Aufgrund der Ergebnisse gehen wir von einer Ty2-lastigen
Immunantwort innerhalb der ILE-Gruppe aus, da sich viele Ty2-assoziierte CCR4"
und wenige Ty1-assoziierte CXCR3" T-Zellen in der BALF fanden. Inwiefern die
grolRe Anzahl CCR5" T-Zellen in dieses Muster einzuordnen ist, ist unklar.

Denkbar ist, dass diese Werte aufgrund einer Rekrutierung von Lymphozyten ent-

weder zur Immunabwehr?® 10’

oder als von dem Tu1/Th2-Schema unabhangige
Entzindungszellen in die Lunge gelangen. Problematisch zur Bestimmung des
Polarisierungstyps der T-Zellen stellte sich auch die Patientenzuteilung zu der ILE-
Gruppe dar, da in diese Gruppe sowohl Patienten mit Ty1-, als auch mit Ty2-

betonten ILE aufgenommen wurden.
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5341 CCR2

Dem Rezeptor CCR2 und seinem Liganden MCP-1 wird eine wichtige Rolle bei der
Fibroseentstehung im Koérper zugeschrieben. Im Mausmodell mit Strahlen-induzierter
Lungenfibrose fanden sich erhdhte Level CCR2" T-Zellen®’. Bei Kindern mit ILE
konnten erhdhte Spiegel sowohl von MCP-1 als auch von CCR2" T-Zellen
nachgewiesen werden®. Sowohl die MCP-1-Spiegel als auch die CCR2" T-Zellen
waren bei ILE-Kindern mit Lungenfibrose signifikant erhéht gegentber ILE-Kindern
ohne Zeichen einer Lungenfibrose®. Viele Chemokine binden haufig an mehrere
Chemokinrezeptoren. MCP-1 ist insofern eine Aussnahme, da seine chemotaktische
Wirkung ausschlieRlich tiber seinen Rezeptor CCR2 vermittelt wird’®'"%. Dies stellt im
Hinblick auf die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien einen Vorteil dar.
Bemerkenswert ist, dass im Tiermodell CCR2 (-/-) Mause vor einer FITC- oder
Bleomycin-induzierten Lungenfibrose geschiitzt waren®*®""12* Dennoch zeigten sich
bei verschiedenen Erkrankungsmodellen sowohl positive als auch negative Aspekte
durch die Deletion des CCR2-Gens. So waren CCR2 (-/-) Mause besser vor

3784 und chemisch induzierter Colitis® geschiitzt als Wildtyp-Mause.

Arteriosklerose
Bei Acetaminophen-induzierter Hepatitis’" oder Kollagen-induzierter Arthritis®>” fanden
sich jedoch mehr Entzindungsreaktionen und Gewebsschaden, als bei Wildtyp-
Mausen.

In der vorliegenden Arbeit fanden sich in der ILE-Gruppe hohere Prozentsatze
CCR2" CD4" als CCR2'CD8" Zellen. Dies legt die Vermutung nahe, dass es sich bei
der Mehrzahl der CCR2" Zellen in der BALF um T-Helferzellen handelte. Weiter
konnten in der ILE-Gruppe mehr CCR2°CD4" Zellen als bei den Kontroligruppen
nachgewiesen werden. Dies entspricht den Ergebnissen von Hartl et al. bei Kindern
und lasst eine wichtige Rolle der MCP-1/CCR2- Achse in der Pathogenese der ILE

vermuten.
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5.3.4.2 CCR4

CCR4 ist ein charakteristischer Oberflaichenrezeptor auf Tn2-Zellen®#41%2 Die

beiden Liganden TARC und MDC induzieren die selektive Rekrutierung von Ty2-
Zellen an den Ort der Entziindung’®.

Im Tierversuch war die fur CCR4-kodierende mRNA bei Bleomycin-induzierter
Lungenfibrose signifikant héher als bei Kontrollmausen'’.

Bei Patienten mit idiopathischer pulmonaler Fibrose fanden sich vermehrt CCR4"
CD4* T-Zellen im Vergleich zu gesunden Probanden und Sarkoidose-Patienten*®.
CCR4'CD4" Zellen korrelierten bei Patienten mit eosinophiler Pneumonie mit den
BAL-Spiegeln von TARC und MDC?®', was eine wichtige Rolle der beiden Chemokine
bei der Rekrutierung von Ty2-Zellen in die Lunge vermuten Iasst.

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich bei ILE mehr CCR4"CD4" und CCR4°CD8"
Zellen, als in der M-Gruppe, was den Erwartungen, eine Ty2-gewichtete Immun-
antwort bei ILE zu finden, entsprach. In der ILE-Gruppe konnten mehr CCR4"CD4"
als CCR4'CD8" T-Zellen nachgewiesen werden, was nahe legt, dass es sich bei der
Mehrzahl der CCR4" Zellen in der BALF um Ty2-Zellen handelte.

Bei der Chemokinanalyse der beiden Liganden MDC und TARC fand sich eine
Korrelation von CCR4*CD8" Zellen mit MDC. Eine Korrelation zwischen MDC und
CCR4*CD4" Zellen konnte bereits bei Katoh et al.*' gezeigt werden. Allerdings ergab
sich bei TARC keine Korrelation, das heif’t, dass in diesem Fall vor allem MDC und
weniger TARC eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von Ty2-Zellen in die Lunge
gespielt haben kdnnte.

Im Gegensatz zu den Berichten von Pignatti et al., bei denen in einem Kollektiv von
18 Patienten mit idiopathischer pulmonaler Fibrose nach Einnahme von oralen
Kortikosteroiden in BALF weniger CCR4" T-Zellen, als bei unbehandelten Patienten
gefunden wurden™®, konnten in dieser Arbeit zwischen immunsupprimierten und

nicht-immunsupprimierten Patienten keine Unterschiede festgestellt werden.
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5.3.4.3 CCR5

Dem Chemokinrezeptor CCR5 und seinem Liganden RANTES werden eine wichtige
Rolle bei Ty1-betonten Immunantworten zugeschrieben. So wurden vermehrt CCR5"
T-Zellen bei klassischen Ty1-Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis''®'"*, Multipler
Sklerose oder Hepatitis C'"° nachgewiesen.

Bei ILE wie zum Beispiel Sarkoidose erwartet man eher eine Ty1-gewichtete®¥%%'7®
und bei ILE wie eosinophiler Pneumonie®' eher eine Th2-gewichtete Immunantwort
vorzufinden. Sobald Patienten Lungenfibrose entwickeln, geht man im Allgemeinen
davon aus, dann bei den Patienten eine Th2-gewichtete Immunantwort
vorzufinden”'®"8 Beziiglich der Beteiligung von RANTES und CCRS5 bei ILE liegen
widersprlchliche Daten vor. So fand man bei Sarkoidose-Patienten in friihen
Krankheitsstadien vermehrt CCR5" T-Zellen®*"*%'%® im Sinne einer Ty1-gerichteten
Immunantwort. In fortgeschrittenen Stadien, in denen sich bei den Patienten
zusatzlich eine Fibrosierung des Lungeninterstitiums zeigte, waren dann die CCR5"
T-Zellen vermindert, was auf einen Ty2-Shift im Rahmen der der
Krankheitsprogression hindeutete®.

Bei Patienten mit idiopathischer pulmonaler Fibrose fand man niedrige Prozentsatze
von CCR5" Lymphozyten®, wohingegen im Mausmodell mit strahleninduzierter
Lungenfibrose erhohte Level von RANTES und CCR5'-Lymphozyten gefunden
wurden®’.

Allerdings wurden CCR5" T-Zellen®*'°" ebenso wie RANTES' auch in der Lunge
von pulmonal gesunden Patienten gefunden, was nahe legt, dass RANTES und
CCR5 auch an der Rekrutierung von Lymphozyten in Lunge zur normalen Abwehr
beteiligt sind und somit CCR5" T-Zellen ein normaler Bestandteil einer gesunden
Lunge sind.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich kein Unterschied zwischen den Prozentsatzen
CCR5'CD4" und CCR5"CD8" Zellen. Bei ILE fanden sich vermehrt CCR5°CD4" und
CCR5*CD8"* Zellen gegeniiber den Kontrollgruppen, was Daten aus Tiermodellen®”
entspricht, aber anderen Studien widerspricht33. Inwiefern sich die hohen Werte von
CCR5 in das bestehende pathophysiologische Verstandnis von ILE einordnen
lassen, ist unklar. Denkbar ware, dass diese Werte unabhangig von der
Grunderkrankung aufgrund einer Rekrutierung von Lymphozyten in die Lunge flr

eine Immunantwort zustande kommen?®'°". Ebenso kann eine Funktion CCR5"
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Zellen als ,Entzindungsmarker” in Erwagung gezogen werden, da CCR5 sehr wohl
Ty1-assoziiert, aber nicht zwingend damit verbunden ist. Somit sind weiterfiihrende

Analysen notwendig, um die Rolle von CCRS5 bei ILE weiter zu klaren.

5.3.4.4 CXCR3

Der Th1-assoziierte Rezeptor CXCR3 scheint bei verschiedenen Lungenerkran-
kungen eine Rolle zu spielen. Im Mausmodell wurde bei Bleomycin-induzierter
Lungenfibrose gezeigt, dass der Ty1-assoziierte Rezeptor CXCR3 und sein Ligand
IP-10 wesentlich zur Limitierung der Erkrankung beitragen, da es bei CXCR3 (-/-)
Méausen zu einer verstirkten Entwicklung einer Lungenfibrose kam®. Die Gabe des
Liganden IP-10 flhrte bei Mausen zu einer verminderten Auspragung der Fibrose bei
Bleomycingabe®. Dies legt nahe, dass im Tiermodell CXCR3" Lymphozyten im
Hinblick auf die Entwicklung von Lungenfibrose schiitzend wirkt. In Ubereinstimmung
mit den Resultaten aus Tierversuchen fanden sich bei Patienten mit idiopathischer
pulmonaler Fibrose vermindert CXCR3*CD4" T-Zellen im Vergleich zu gesunden
Patienten™®.

Bei Patienten mit der Ty1-assoziierten Erkrankung COPD hingegen fand man in
Lungenbiopsien vermehrt CXCR3"CD8" T-Zellen und erhéhte Spiegel des Liganden
IP-10 im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe®'°.

In der vorliegenden Arbeit erwarteten wir entsprechend der Literatur bei ILE eine
Tu2-gewichtete Immunantwort in Form einer reduzierten Anzahl CXCR3"
Lymphozyten und bei der CB-Gruppe eher eine Ty1-gewichtete Antwort mit relativ
hohen Werten CXCR3" Zellen zu finden. Es zeigte sich aber weder ein signifikanter
Unterschied zwischen der Anzahl CXCR3"CD4" und CXCR3'CD8" Zellen innerhalb
der ILE-Gruppe, noch zwischen den einzelnen Krankheitsgruppen. Allerdings ful3en
die in der Literatur beschriebenen Werte auf einem Vergleich mit gesunden Kontroll-
personen, was den Vergleich mit den Ergebnissen dieser Arbeit schwierig macht.

Im Gegensatz zu den Berichten von Pignatti et al., bei denen bei Patienten mit
idiopathischer pulmonaler Fibrose nach Einnahme von oralen Kortikosteroiden in
BALF mehr CXCR3* T-Zellen, als bei unbehandelten Patienten gefunden wurden'®,
konnten in dieser Arbeit konnten zwischen Patienten mit und ohne

Immunsuppression keine Unterschiede festgestellt werden.
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5.3.5 Verschiedene Aspekte bei interstitiellen Lungenerkrankungen

5.35.2 Sarkoidose

Da die Sarkoidose unter den ILE eine haufige Diagnose darstellt und in Studien
aufgrund ihrer hohen Inzidenz oft isoliert betrachtet wird, soll in diesem Kapitel
zusammenfassend noch einmal darauf eingegangen werden. Die Sarkoidose ist
unter den ILE ein klassisches Ty1-Erkrankung®®%'%”'7® 3o fand man in BALF von
Sarkoidose-Patienten mehr CXCR3"®"1*® ynd CCR5" Zellen'® und weniger CCR4"

Zellen im Vergleich zu gesunden Probanden*'*®

148

, Patienten mit idiopathischer
pulmonaler Fibrose'® oder eosinophiler Pneumonie®’.

Allerdings geht man davon aus, dass sich bei Patienten, die eine Lungenfibrose
entwickeln, eine Tn2-gewichtete Immunantwort vorfindet”'®”'® So fand man bei
Sarkoidose-Patienten in frihen Krankheitsstadien vermehrt CCR5 exprimierende T-
Zellen im Sinne einer Ty1-gerichteten Immunantwort. In fortgeschrittenen Stadien, in
denen sich bei den Patienten zusatzlich eine Fibrosierung des Lungeninterstitiums
zeigte, waren dann die CCR5" T-Zellen vermindert, was auf einen Ty2-Shift im
Rahmen der Krankheitsprogression hindeutet?.

In der vorliegenden Arbeit waren funf Patienten an Sarkoidose erkrankt, wovon bei
zwei Patienten Zeichen einer Lungenfibrose und bei einem Patienten keine Zeichen
zu sehen waren. Bei zwei Patienten lagen keine Befunde vor, die eine Aussage Uber
die Lungenstruktur erlauben.

Bei dem Sarkoidose-Patienten ohne Zeichen einer Lungenfibrose waren die
Prozentsatze der Tpy1 assoziierten CXCR3" und CCR5" Zellen tendentiell etwas
héher, als bei den bei den beiden Sarkoidose-Patienten mit Lungenfibrose. Die
entgegengesetzte Tendenz zeigte sich bei dem Ty2 assoziierten Rezeptor CCRA4.
Allerdings lagen alle diese Werte im Mittelfeld der ILE-Gruppe und waren weder
extrem hoch noch extrem niedrig. Es ergibt sich somit kein Hinweis auf eine
differente Polarisierung der T-Zellen zwischen Patienten mit Sarkoidose und anderen
ILE. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit die ILE-Gruppe nicht weiter in

Untergruppen mit verschiedenen Krankheiten unterteilt.
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5.3.5.3 Fibrosierende Lungenerkrankungen

Da alle ILE letztendlich zu einer Lungenfibrose flihren kdénnen und sie die
gemeinsame Endstrecke dieser Erkrankungen darstellt, soll hier noch einmal
zusammenfassend im Hinblick auf die Chemokine und Chemokinrezeptoren
eingegangen werden. Die Entstehung pulmonaler Fibrose ist ein hochkomplexer
Prozess, an dem einerseits MCP-1 und CCR2* T-Zellen® beteiligt sind und der
andererseits durch eine Th2-betonte Immunantwort geférdert wird'’167:184187,

Sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen wurden bei ILE-Patienten in der BALF
erhohte MCP-1 Werte und vermehrt CCR2" T-Zellen im Vergleich zu Kontroll-
patienten gefunden®¥79172,

Sowohl die MCP-1-Spiegel als auch die CCR2" T-Zellen waren bei ILE-Kindern mit
Lungenfibrose signifikant erhoht gegenuber ILE-Kindern ohne Zeichen einer
Lungenfibrose®. Auch im Tiermodell fanden sich bei Mdusen mit Strahlen-induzierter
Lungenfibrose erhohte Level CCR2*-T-Zellen®. Bemerkenswert ist auch, dass
CCR2 (-/-) Mause vor einer FITC- oder Bleomycin-induzierten Lungenfibrose
geschiitzt waren®°0:77124,
MCP-1/CCR2-Achse in der Pathogenese der ILE nahe.

Immer mehr Studien belegen, dass auch polarisierte T-Zellen eine wichtige Rolle bei

Diese Ergebnisse legen eine wichtige Rolle der

der Entwicklung von Gewebsfibrose spielen''. Es wurde gezeigt, dass Tw1-Zellen,
die IFNy und IL-12 produzieren, diese Entwicklung limitieren konnen, wohingegen
Tnu2-Zellen, die IL-4 und IL-13 sezernieren, zu einer verstarkten Fibrose
fihren® 191" T,2. Zellen férdern das Fortschreiten der Erkrankung einerseits durch
die Induktion von profibrotischen Vorgangen und andererseits durch die Inhibition der
Produktion von T1-Zytokinen, die antifibrotische Eigenschaften besitzen®%148,

Auch in Bezug auf die Ty1 oder Ty2-assoziierten Chemokinrezeptoren auf T-Zellen
fanden sich Hinweise auf eine Beteiligung im pathophysiologischen Prozess der
Fibroseentstehung. So wurden bei Patienten mit idiopathischer pulmonaler Fibrose
mehr Ty2-assoziierte CCR4" und weniger Ty1-assoziierte CXCR3" T-Zellen im
Vergleich zu gesunden Probanden gefunden '*8. Auch im Tiermodell zeigte sich bei
Bleomycin-induzierter Lungenfibrose mehr fir CCR4-kodierende mRNA als bei
Kontrollimausen'’. Ebenso wurde in diesem Modell postuliert, dass der Tu1-
assoziierte Rezeptor CXCR3 wesentlich zur Limitierung der Erkrankung beitragt, da

es bei CXCR3 (-/-) Mausen zu einer verstarkten Entwicklung einer Lungenfibrose
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kam®. Dies legt wiederum nahe, dass im Tiermodell die Expression von CXCR3 im
Hinblick auf die Entwicklung von Lungenfibrose schiitzend wirkt.

In Bezug auf den Rezeptor CCRS ist die Datenlage unklar, da sich hier wider-
spruchliche Ergebnisse fanden, die es nicht erlauben, CCR5 in Bezug auf seine
Rolle im Fibrosegeschehen klar in das Ty1/Ty2-Schema einzuordnen.

So zeigten sich bei Patienten mit idiopathischer pulmonaler Fibrose niedrige Spiegel
CCRS5-exprimierender Lymphozyten®?, wohingegen im Tiermodell bei Mausen mit
Strahlen-induzierten Lungenfibrose erhohte Level gefunden wurden®’. Denkbar ist
hier, dass CCR5" T-Zellen unabhangig von dem Tu1/Th2-System ein normaler
Bestandteil einer gesunden Lunge im Rahmen der normalen Immunabwehr sind, da
auch bei gesunden Patienten hohe Spiegel nachgewiesen wurden®'%".

Inwiefern die Chemokine selbst an dem Fibroseprozess beteiligt sind, ist unklar. Den
Chemokinen TARC und MDC wird ein klarer Ty2-assoziierter Charakter beschei-

nigt’>"*2. Sowohl im Tiermodell bei Strahlen-"®

und Bleomycin-induzierter Lungen-
fibrose ', als auch bei Patienten mit idiopatischer Lungenfibrose'®? und eosinophiler
Pneumonie®'?! fanden sich erhdhte Level der an den Ts2-assoziierten Rezeptor
CCRA4 bindenden Chemokine TARC und MDC.

In Bezug auf RANTES , das sowohl an den Ty1 assoziierten Rezeptor CCR5, als
auch an den T2 assoziierten Rezeptor CCR32%8°98144 hindet, fanden sich sowohl im
Tiermodell bei Mausen mit Strahlen-induzierten Lungenfibrose®” als auch bei
Patienten mit Sarkoidose®'*"'%°  idiopathischer pulmonaler Fibrose® und
interstitieller Pneumonie®'*® erhéhte Spiegel fiir RANTES kodierender mRNA oder
des RANTES Proteins selbst. Insgesamt wird RANTES im Zusammenhang mit
Gewebsfibrose ein profibrotischer Effekt zugeschrieben®.

In dieser Arbeit konnte im Einklang mit den von Hartl et al.®® demonstrierten
Ergebnissen gezeigt werden, dass CCR2" CD4'T-Zellen in der BALF bei
interstitiellen Lungenerkrankungen im Vergleich zu Kontrollpatienten erhoht sind. Das
profibrotisch wirksame Chemokin MCP-1, welches nur an CCR2 bindetg, wies in der
ILE-Gruppe einen erhohten Median, wenn auch nicht signifikanten Unterschied zu
den anderen Gruppen auf. Diese Ergebnisse lassen eine wichtige Rolle der
MCP-1/CCR2- Achse in der Pathogenese der ILE vermuten.

Zusatzlich zur MCP-1/CCR2-Achse scheint eine Tp2-betonte Immunantwort die
Entstehung von Lungenfibrose zu fordern®®'%87 |n dieser Arbeit wurde gezeigt,

dass die Ty2-assoziierten CCR4"-T-Zellen bei ILE signifikant erhdht waren, wohin-
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gegen die fir einen Ty1- betonte Immunantwort charakteristischen CXCR3" T-Zellen
keinen signifikanten Unterschied zu der Kontrollgruppe zeigten. Entsprechende
Ergebnisse fanden sich bei Patienten mit idiopatischer Lungenfibrose'*®.

Die Rolle von CCR5 im Fibroseprozess ist bis jetzt nicht vollstandig geklart. In der
ILE-Gruppe fanden sich mehr CCR5" T-Zellen im Vergleich zu den anderen
Krankheitsgruppen. Dies widerspricht zwar den Ergebnissen von Capelli et al., wo
bei Patienten mit idiopathischer pulmonaler Fibrose niedrige Spiegel CCR5-
exprimierender Lymphozyten gefunden wurden?, entspricht aber den Daten aus
Tiermodellen in denen sich bei Mausen mit Strahlen-induzierten Lungenfibrose
erhohte Level zeigten®’.

Die Chemokine TARC, MDC und RANTES waren zwar bei ILE-Patienten erhohte,
allerdings ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, wie
das bei den oben beschriebenen Literaturberichten gezeigt wurde.

Innerhalb der ILE Gruppe fanden sich sowohl bei den Chemokinkonzentrationen als
auch bei den Chemokinrezeptor-exprimierenden T-Zellen keine Unterschiede
zwischen Patienten mit und ohne Zeichen einer Lungenfibrose, wie die bei MCP-1
und CCR2 bei Kindern gezeigt werden konnte®. Dies ist wahrscheinlich in dem

inhomogenen Patientenkollektiv und der geringen Fallzahl begrindet.

5.4 Ausblick

Viele Menschen leiden an ILE, welche bis hin zur irreversiblen Lungenfibrose fuhren

kénnen'?8,

Wunschenswert waren verbesserte diagnostische Maoglichkeiten, um
durch eine frihzeitige Diagnose rasch mit der Therapie beginnen zu kénnen. Da vor
allem die idiopathische pulmonaler Fibrose meist einen progredienten Verlauf
aufweist, welcher selbst mit Kortikosteroiden und Zytostatika kaum zu beeinflussen
ist20:46:69:113:12851 “\vird durch ein besseres Verstandnis der immunologischen Vor-
gange die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien angestrebt.

Im Rahmen der Diagnostik ist in der letzten Zeit vor allem bei ILE unklarer Genese,
die bisher eine Ausschlussdiagnose darstellen, die Verwendung von speziellen
Serummarkern in die Diskussion gekommen'. So wird MCP-1, der Ligand von
CCR2, als sensitiver Serummarker (Spezifitdt > 85%) fur ILE beschrieben. Es wird
allerdings anderen lungenspezifischen Proteinen der Vorzug gegeben, da die

Serumwerte von MCP-1 durch andere Entzindungsvorgange im Korper beeinflusst



Diskussion 95

werden konnen'. Da bei einer direkten Analyse von BALF ein signifikant héherer
MCP-1-Spiegel bei ILE-Patienten im Vergleich zu gesunden Personen nachgewiesen

werden konnte®172

und auch in der vorliegenden Arbeit MCP-1 erhoht war, ist zu
Uberlegen, den MCP-1 Spiegel in BALF als diagnostisches Mittel oder
Verlaufsparameter fur ILE in Betracht zu ziehen. Problematisch ist hierbei vermutlich
die Differenzierung von ILE zu Patienten mit chronischer Bronchitis, da auch hier
erhdhte MCP-1 Spiegel nachgewiesen wurden®',

In Tiermodellen finden sich interessante Ansatze fur neue Therapiestrategien.
Wahrend viele Chemokine an mehrere Chemokinrezeptoren binden, wird die
chemotaktische Wirkung von MCP-1 ausschliel3lich Uber seinen Rezeptor CCR2
vermittelt’*'"2, was im Hinblick auf die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien
einen Vorteil darstellt. Bemerkenswert ist, dass im Tiermodell CCR2 (-/-) Mause vor
einer FITC- oder Bleomycin-induzierten Lungenfibrose geschiitzt waren®°%77124,
Gleiches konnte durch eine antikdrpervermittelte Blockade von MCP-1 erreicht
werden’®. In einem gentherapeutischen Ansatz wird intramuskuldr ein Plasmid
appliziert, welches fur ein mutiertes MCP-1 mit reduzierter chemotaktischer Wirkung,
aber erhaltenen CCR2-Bindungseigenschaften codiert. Hierdurch konnte die
Entstehung einer Bleomycin-induzierten Lungenfibrose’’, aber auch andere fibro-

tische Erkrankungen wie Nierenfibrose®®'®

im Tiermodell deutlich abgeschwacht
werden.

Allerdings ist ungesichert, inwiefern Ergebnisse aus Tierstudien auf das humane
System Ubertragen werden kdnnen. Viele Erkenntnisse bezlglich des komplexen
Fibrosemechanismus stammen aus Mausmodellen, welche meist auf toxisch
induzierten ILE beruhen. Zwar gibt es auch beim Menschen toxische ILE. Diese
stellen jedoch nur einen kleinen Teil humaner ILE dar. Weiter unterscheiden sich
murines und humanes Immunsystem in mehrfacher Hinsicht. Beispielsweise gibt es
im murinen System anatomische keinen eigenen Lungenkreislauf'®, so dass das
Wanderungsverhalten muriner pulmonaler T-Zellen moglicherweise nicht vollig
identisch zu humanen pulmonalen T-Zellen ist, da die meisten Tiermodelle akute und
nicht chronische Entzindungsvorgange untersuchen, wie sie bei den meisten ILE

beobachtet werden.
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6. Zusammenfassung

Diffuse Erkrankungen des Lungenparenchyms werden unter dem Uberbegriff
Jinterstitielle Lungenerkrankungen® (ILE) zusammengefasst. Sie stellen eine
heterogene Gruppe dar, die durch Entzindungsprozesse und Fibrosierung im
Lungenparenchym und den kleinen Atemwegen gekennzeichnet ist. Trotz intensiver
Therapie kann oft das Fortschreiten der Erkrankung, das bis zur irreversiblen
Lungenfibrose flhren kann, nicht aufgehalten werden. Insbesondere die
idiopathische pulmonale Fibrose weist zumeist einen progredienten Verlauf auf, der
selbst mit Kortikosteroiden oder Zytostatika relativ wenig zu beeinflussen ist. Immer
mehr Studien weisen darauf hin, dass die Entstehung von Lungenfibrose ein
hochkomplexer Prozess ist, der einerseits durch MCP-1 und seinen Rezeptor CCR2
und andererseits durch eine Tuh2-betonte Immunantwort geférdert wird. Zur
Entwicklung sowohl neuer Verlaufsparameter als auch therapeutischer Strategien
und Medikamente ist ein besseres Verstandnis der immunologischen Vorgange
dieser Erkrankung von entscheidender Bedeutung.

Ziel in der vorliegenden Arbeit war es deshalb, in einer explorativen Analyse zu
untersuchen, ob sich Patienten mit ILE gegenuber Patienten mit chronischer
Bronchitis oder malignen Erkrankungen der Lunge bezuglich erhdhter MCP-1 und
CCR2-Werte voneinander unterscheiden lassen. Im Nebenziel sollte gezeigt werden,
ob sich an Hand CCR4" T-Zellen eine Tu2-betonte Immunitatslage bei ILE
nachweisen lasst. Hierzu wurden 38 Patienten untersucht, bei denen zwischen
Marz 2003 und Februar 2004 in der Medizinischen Klinik Innenstadt der Universitat
Munchen eine bronchoalveolare Lavage durchgeflhrt wurde.

Um mehr Uber die pathophysiologischen Vorgange bei interstitiellen Lungenerkran-
kungen zu erfahren, wurden in der bronchoalveolaren Lavage Flussigkeit der
Patienten Chemokinkonzentrationen und Chemokinrezeptorexressionsmuster der
Lymphozyten analysiert und die Ergebnisse mit Patienten, die an chronischer
Bronchitis oder malignen Erkrankungen der Lunge erkrankt waren verglichen.
Eingeschlossen wurden in die Gruppe interstitielle Lungenerkrankungen®
23 Patienten mit verschiedenen Erkrankungen des Lungeninterstitiums, in die
Gruppe ,chronische Bronchitis“ 6 Patienten, die laut WHO-Kriterien an chronischer
Bronchitis erkrankt waren und in die Gruppe ,Malignome® 9 Patienten mit

verschiedenen malignen Erkrankungen der Lunge.
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Mittels ELISA wurden die Chemokinkonzentrationen und mittels Durchflusszytometrie
der Anteil an Chemokinrezeptor-exprimierenden T-Zellen in der BAL-Flussigkeit
bestimmt. Hierbei wurden die Chemokinkonzentrationen von MCP-1, TARC, MDC
und RANTES und die Haufigkeit CCR2*, CCR5", CCR4" und CXCR3" Zellen

innerhalb der CD4" und CD8" T-Zellpopulationen gemessen.
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Es zeigten sich folgende Ergebnisse:

— Mit Hilfe des ELISAs, der DurchfluBzytometrie und der verwendeten
Analysemethoden lieRen sich sowohl die Chemokine MCP-1, TARC, MDC und
RANTES als auch CD4" und CD8" Lymphozyten und die von CD4" und CD8"
T-Zellen exprimierten Chemokinrezeptoren CCR2, CCR4, CCR5 und CXCRS3 in

der bronchoalveolaren Lavage Flussigkeit nachweisen.

— Bei blutigen Proben fanden sich signifikant weniger CCR4*, CCR2'CD4" und
CCR5'CD4" T-Zellen, als bei nicht-blutigen Proben.

— Nach Ausschluss der mit Blut kontaminierten Proben konnten bei interstitiellen
Lungenerkrankungen sowohl signifikant mehr CD4" T-Zellen als auch eine
signifikant hohere CD4/CD8-Ratio nachgewiesen werden, als in den

Kontrollgruppen.

— Es fanden sich signifikant mehr CCR2'CD4" und CCR4'CD4'Zellen als
CCR2'CD8" und CCR4'CD8" Zellen innerhalb der Gruppe der interstitiellen
Lungenerkrankungen. Bei CCR5 und CXCR3 fand sich kein signifikanter
Unterschied zwischen CD4" und CD8" T-Zellen.

— Patienten mit interstitiellen Lungenerkrankungen wiesen signifikant mehr
CCR2'CD4" T-Zellen auf, als die Kontrollgruppen. Hiermit war ein knapp
signifikanter Anstieg (p = 0,055) von MCP-1 assoziiert.

— Die Chemokinkonzentrationen von TARC, MDC und RANTES zeigten keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. Allerdings war bei allen

Chemokinen der Median bei interstitiellen Lungenerkrankungen erhoht.

— Es fand sich sowohl eine signifikante Korrelation zwischen MDC und TARC als
auch zwischen MDC und CCR4°CD8" T-Zellen.

— Es konnte bei Patienten mit interstitiellen Lungenerkrankungen signifikant mehr
CCR4" und CCR5" T-Zellen im Vergleich zu den Kontrollgruppen nachgewiesen

werden. Bei CXCR3 zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
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Aus diesen Ergebnissen lassen sich folgende Aussagen ableiten:

Es konnte gezeigt werden, dass bei interstitiellen Lungenerkrankungen im Vergleich
zu den Kontrollgruppen die MCP-1 Konzentration knapp signifikant (p = 0,055) und
die CCR2'CD4'T-Zellen signifikant erhoht waren. Im Zusammenhang mit Daten aus
Kinder- und Erwachsenenstudien, in denen in der bronchoalveolaren Lavage-
flissigkeit erhdhte MCP-1 Werte und vermehrt CCR2" T-Zellen nachgewiesen
wurden, legen diese Ergebnisse eine wichtige Rolle der MCP-1/CCR2-Achse in der
Pathogenese der interstitiellen Lungenerkrankungen nahe.

Ebenso fanden sich bei interstitiellen Lungenerkrankungen signifikant mehr der Ty2-
assoziierten CCR4" T-Zellen; bei dem Ty1-assoziierten Rezeptor CXCR3" ergab sich
kein Unterschied. Gemeinsam mit ahnlichen Ergebnissen einiger Studien in
Mausmodellen und humanen Studien weisen sie auf eine Ty2-Polarisierung der
T-Zellen bei interstitiellen Lungenerkrankungen hin, welche hierbei einen
profibrotischen Effekt haben sollen.

Gleichzeitig konnten bei interstitiellen Lungenerkrankungen signifikant mehr
CCR5'CD4" und CCR5'CD8" Zellen als in den Kontrollgruppen nachgewiesen
werden. Da auch bei gesunden Menschen CCR5" T-Zellen nachgewiesen werden
konnten, postulieren wir, dass CCR5" T-Zellen auch unabhangig von der
Polarisierung der T-Zellen ein regularer Bestandteil des bronchoalveolaren Raumes
im Rahmen einer normalen Immunreaktion sind.

Aulerdem konnte gezeigt werden, dass die Kontamination von BALF mit Blut einen
erheblichen Einfluss auf die Anzahl Chemokinrezeptor-exprimierender T-Zellen in der
Lavageflussigkeit hat und deshalb fir die Untersuchung nur nicht-kontaminierte
Proben verwendet werden sollten.

Insgesamt hat diese explorative Analyse aufgezeigt, dass sowohl die MCP-1/CCR2-
Achse, als auch Ty2-polarisierte T-Zellen ein potentielles Angriffsziel in der Behand-
lung interstitieller Lungenerkrankungen darstellen kdnnten. Die Ergebnisse sollten
den Ansto fur ausfuhrlichere Untersuchungen mit einem wesentlich gréleren

Patientenkollektiv geben.
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