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1 Einleitung

1.1 Morbus Behcet

Der Morbus Behcet (MB), benannt nach dem Erstbeschreiber dieser
Erkrankung, einem tlrkischen Dermatologen, ist eine Multisystemerkrankung
mit dem histologischen Korrelat einer leukozytoklastischen Vaskulitis (Behcet
1937). Charakteristisch ist der Symptomenkomplex aus Haut- und
Schleimhautldsion (Hautvaskulitis, oraler und genitaler Aphtose) und okuléarer
Entziindung. Oft kommen Oligo- und Spondarthritiden, Vaskulitiden groBer
GefaBe mit Aneurysmata, Thrombosen und Embolien hinzu. AuBerdem kdnnen
die Lunge, das zentrale Nervensystem, der Gastrointestinaltrakt, die Nieren und
selten auch die Koronararterien betroffen sein. Ein Hauptproblem stellt die
okulare Beteiligung mit einer Uveitis beziehungsweise retinalen Vaskulitis dar,
die in ca. 50% der Falle zur konsekutiven Erblindung fuhrt (Zierhut et al., 1995,
Koétter und Stibiger, 1999, Gul 2001). Die Diagnosekriterien wurden 1990 von
einer internationalen Studiengruppe neu definiert, um eine Vergleichbarkeit von
verschiedenen Studien zu erreichen.  Die Kriterien der internationalen

Studiengruppe sind folgende (International study group, 1990):

e Rekurrierende orale Aphtose

plus 2 der folgenden:

e Rekurrierende genitale Lasionen
e Augenlasionen

e Hautlasionen

e Positiver Pathergie-Test.

Bis heute ist die Pathogenese der Erkrankung nicht geklart. Es scheint eine
genetische Komponente beteiligt zu sein, da das
Haupthistokompatibilitditsantigen HLA B51 in 60-80% mit der Krankheit
assoziiert ist. Dies trifft geographisch vor allem auf die Lander zu, die zwischen



dem 30° and 45° nérdlichen Breitengrad entlang der friheren ,SeidenstraBe”
liegen (Ohno et al., 1982, Verity et al., 1999). Das Vorkommen von M. Behget in
diesen Landern (Pravalenz 5/100 000 bis 370/100 000 in Griechenland und in
der Turkei) unterscheidet sich erheblich von dem in Deutschland (geschatzte
Pravalenz 0,6/100 000) (Kétter und Stibiger, 1999). Als Ausléser werden
auBerdem virale und bakterielle Antigene diskutiert, darunter vor allem
Herpesviren und Streptokokken (Eglin et al., 1982, Mizushima et al., 1988,
Hamzaoui et al., 1990, Hirohata et al., 1992). Vieles deutet daraufhin, dass T-
Lymphozyten eine zentrale Rolle bei der Pathogenese spielen. Beschrieben
wurde eine Verminderung der CD4+-, sowie eine Vermehrung der CD8+-Zellen,
des weiteren eine Vermehrung der CD8+yd-T-Zellen (Suzuki et al., 1992, Esin
et al., 1997, Yamashita et al., 1997, Frassanito et al., 1999, Freysdottir et al.,
1999). Bei Patienten im aktiven Krankheitsstadium fanden sich CD56+ NK-
Zellen erhéht (Kaneko et al., 1985, Suzuki et al., 1992, Freysdottir et al., 1999).
Untersuchungen hinsichtlich des Zytokinprofils bei Patienten mit Morbus Behget
sprechen flr eine Th1-Polarisation mit erhdhten IFNy- und TNFa-Werten
(Sayinalp et al., 1996, Yamashita et al., 1997, Frassanito et al., 1999,
Freysdottir et al., 1999, Kosar et al., 1999). Widersprlchliche Berichte gibt es
Uber die T-Zell-Produktion von IL 2, die meisten Autoren fanden keinen
Unterschied zwischen Patienten und Kontrollen (Sayinalp et al., 1996,
Raziuddin et al., 1998, Kosar et al., 1999), Frassanito et al. beschrieben jedoch
1999 eine signifikante Erhéhung von IL 2 bei Behcget-Patienten. Es wurde kein
Unterschied der T-Zell-Produktion von IL 4 und IL 10 im Vergleich zu gesunden

Kontrollen festgestellt (Frassanito et al., 1999, Freysdottir et al., 1999).

Standardtherapie des M. Behget ist eine Immunsuppression, die sich in ihrer
Intensitat nach Art und Schwere der vorhandenen Organmanifestation richtet.
Als Immunsuppressiva werden vor allem Azathioprin, Cyclosporin A,
Cyclophosphamid und Glukokortikosteroide eingesetzt, bei vorrangigem
Schleimhautbefall Colchicin und Thalidomid. Obwohl sie oft eine effektive
Therapie darstellen, muss mit schwerwiegenden Komplikationen, wie zum

Beispiel Infektionen gerechnet werden (Kétter und Stibiger, 1999).



1.2 Interferon-a2a

Interferon-a (IFNa) ist ein im menschlichen Kérper vorkommendes Protein, das
von Leukozyten produziert wird. Bei Untersuchungen Uber die virale Interferenz
wurde es Mitte des letzten Jahrhunderts von Isaacs und Lindenmann zufallig
entdeckt (Hall 1990). IFNa wirkt immunmodulatorisch, antiviral und
antiproliferativ und wird seit rund zwanzig Jahren als klinisch nutzbare Substanz
verwendet. Erfolgreich eingesetzt wird es bei verschiedenen Erkrankungen wie
der Hepatitis B + C, der Chronischen myeloischen Leukdmie, dem malignen
Melanom, Condyloma acuminata und dem AIDS-assoziierten Kaposi-Sarkom
(Hall, 1990, Langford und Sneller, 2003).

Studien beziiglich der immunologischen Effekte von IFNa haben vielféltige
Einflisse auf Lymphozytensubpopulationen und Monozyten gezeigt. Bei
Patienten mit Hepatitis C wurde die Anzahl der CD8+-T-Zellen und der CD8+-
yo6-T-Zellen durch IFNa Behandlung reduziert. Weiterhin fand man eine
signifikante Reduktion der vor Therapie erhdhten NK-Zellen (Wejstal et al.,
1992). Bei Myasthenia gravis wurde ebenfalls durch IFNa eine Reduktion der
NK-Zellen beschrieben (Bolay et al., 1998), obwohl die Aktivitat der NK-Zellen
gesteigert wurde. Die Anzahl der Monozyten und der Neopterin Serumspiegel,
als Marker der Monozytenaktivierung, wurden bei gesunden Probanden durch
IFNa erhoht (Corssmit et al.,, 1997). Die B-Zellen stiegen durch IFNa bei
Patienten mit chronischer Hepatitis C an (Wejstal et al., 1992). Dieser Effekt
kann durch die Hemmung der B-Zell-Rezeptor-vermittelten Apoptose erklart
werden (Su und David, 1999). An Myelomzellinien wurde eine Verstarkung der
Fas-vermittelten Apoptose beschrieben (Spets et al.,, 1998). Im Widerspruch
dazu steht eine Arbeit, in der die Hemmung der Apoptose von aktivierten T-
Zellen gezeigt wurde (Marrack et al., 1999). Der EinfluB einer Therapie mit IFNa
auf das Zytokinnetzwerk wurde bei verschiedenen Krankheiten untersucht und
lasst Uberwiegend eine verstarkte Th1-Antwort mit erhdhter Expression von
Th1-Zytokinen wie IFNy und IL 2 unter Therapie erkennen (Crossley et al.,
1996, Czerwionka et al., 2000, Reuben et al., 2000, Hempel et al., 2001,
Aswald et al., 2002).
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Auch bei Morbus Behcet fokussieren sich jlingere Therapiestudien auf
Interferon-a, das die Erkrankung erheblich zu verbessern scheint. Es gibt einige
Fallberichte und offene, unkontrollierte, prospektive Studien, die die Anwendung
von IFNa bei Patienten mit M. Behget untersucht haben (Hamuryudan et al.,
1994, O’Duffy et al., 1998, Kétter et al., 2003). In einer unlangst veréffentlichen
Studie untersuchten Kétter et al. die Wirksamkeit von IFNa an 50 Patienten mit
okularem MB. Bei 92% der Patienten konnte eine signifikante Verbesserung der
Sehscharfe schon innerhalb von zwei bis vier Wochen nach Therapiebeginn
beobachtet werden und bei der Mehrzahl der Patienten fihrte IFNa zu einer
kompletten Remission der okuldren Vaskulitis. Des Weiteren wurde ein
Stillstand extraokularer Manifestationen wie genitale Ulzera, Arthritis und
Hautlasionen unter der IFNa Therapie beobachtet (Koétter et al., 2003, Kotter et
al., 2004c). Eine Pilotstudie von Stibiger et al. zur Wirksamkeit von IFNa bei
Patienten mit einer Uveitis im Rahmen eines MB erreichte ebenfalls in Uber
90% der Falle eine komplette Remission der uveitischen Veranderungen und
Alpsoy et al. fuhrten eine randomisierte, doppelblinde Studie durch, in der
ebenfalls eine signifikante Verbesserung des Augenbefalls beschrieben wurde
(Stubiger et al., 2001, Alpsoy et al., 2002).

Als Nebenwirkungen der Interferontherapie kam es zu grippedhnlichen
Symptomen, reversiblen Leuko- und Thrombozytopenien, sowie zur Rétung der
Einstichstelle. Weitere Nebenwirkungen waren auBerdem Depressionen und
Psychosen, Haarausfall, Juckreiz und Fibromyalgie (Hamuryudan et al., 1994,
O’Duffy et al., 1998, Stlubiger et al., 2001, Kétter et al., 2003, Kétter et al.,
2004c). Die Entwicklung von Autoantikérpern wurde ebenfalls beobachtet
(StUbiger et al., 2001, Kétter et al., 2003, Kotter et al., 2004c).

Eine Studie zur Immunantwort bei Patienten mit MB unter einer IFNa2a-
Therapie zeigte eine signifikante Reduktion der NK-Zellen und eine fallende
Tendenz der CD8+-yd-T-Zellen. B-Lymphozyten stiegen unter Therapie an. Auf
Lympho- und Monozyten erhéhte sich die HLA-Klasse-I-Expression (Treusch
und Kétter, 2001).
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Die Frage nach dem Wirkmechanismus von Interferon-a bei M. Behcget ist
jedoch weiterhin ungeklart, da die herkbmmlichen Therapien streng
immunsuppressiv sind und Interferon-a zwar antiproliferativ, aber vorwiegend

immunstimulatorisch wirkt.

1.3 Zytokine

Zytokine sind kleine Proteine (~25 kDa), die im Korper von verschiedenen
Zellen als Reaktion auf einen Aktivierungsreiz freigesetzt werden. Durch
Bindung an spezifische Rezeptoren I6sen sie Reaktionen aus. Zytokine haben
groBBen EinfluB auf die Entwicklung, Differenzierung und Regulation von Zellen
des Immunsystems. Daraus resultiert die Annahme, dass eine Dysregulation
ihrer Produktion oder Aktivierung flr die Entwicklung von Autoimmunitat und
Autoimmunerkrankungen verantwortlich ist. Aktivierte T-Zellen unterteilen sich
in zwei funktionelle Untergruppen, den T-Helfer-Zellen vom Typ 1 (Th1) und
den T-Helfer-Zellen vom Typ 2 (Th2). Beide Untergruppen haben ein
unterschiedliches Zytokinmuster und Effektorfunktionen. Th1-Zellen sezernieren
vor allem Interleukin-2 (IL 2), Interferon-y (IFNy), und Tumornekrosefaktor-a
(TNFa), aktivieren Makrophagen und sind flr die zellvermittelte Immunitat
verantwortlich, wohingegen Th2-Zellen vornehmlich IL 4, IL 5, IL 10 und IL 13
produzieren und flr die humorale Immunitat zustandig sind. Im gesunden
menschlichen Organismus ist ein Th1-Th2-Gleichgewicht vorhanden, dem eine
wichtige regulatorische Rolle im Immunsystem zukommt (Romagnani, 1996,
Frassanito et al., 1999). Verschiedene Studien weisen auf die Bedeutung der
Th1-Th2-Ausgewogenheit hin (Kroemer et al., 1996, Nicholson und Kuchroo,
1996). Th1-Zellen tragen zur Pathogenese verschiedener organspezifischer
Autoimmunerkrankungen  bei, wahrend Th2-Zellen die Induktion
beziehungsweise Progression von Erkrankungen durch die Produktion von
antiinflammatorischen Zytokinen kontrollieren (Nicholson und Kuchroo, 1996).
Auf der anderen Seite hingegen kann die resultierende Aktivierung von Th2-
Zytokinen fir Hypergammaglobulindmien, gesteigerte Autoantikbrperproduktion
und verstarkte Immunsuppression verantwortlich sein (Kroemer et al., 1996).

Dieses Modell scheint jedoch =zu vereinfacht zu sein. Nicht alle
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Autoimmunerkrankungen sind streng Th1-assoziiert, es gibt
Krankheitsbeispiele, wie die Colitis ulcerosa beziehungsweise der systemische
Lupus erythematodes in denen auch Th2-Antworten zur Pathogenese
beitragen. Zytokine wie IL 2, IFNy wund TNFa kbénnen sowohl
immunstimulatorisch, als auch immunsuppressiv wirken (O’Shea et al., 2002).

Tabelle 1. Funktionen der untersuchten Zytokine

Immunstimulatorisch Immunsuppressiv
= Proliferation der T-Zellen » Fas-abhangige Apoptose
IL2
* Induktion von TNFa und IFNy
= Makrophagenaktivierung = antiproliferativer Effekt auf
myeloische und lymphatische
= erhbhte Expression von Zellen
MHC-Molekilen und
Komponenten des
IFNy Antigenprozessierungs-
systems
* Hemmung von Th2-
Zellen
» Proinflammatorisch = Apoptoseinduktion von
durch Aktivierung von Lymphozyten
Makrophagen, i
Endothelzellen und = Unterdriickung der
Synoviozyten Lymphozytenproliferation
LU Induktion der Produktion * Hemmung der T-Zell-
von anderen Signalisierung
proinflammatorischen
Zytokinen (IL 1, IL 6)
IL 4 = B-Zell-Aktivierung = Hemmung von Th1-Zellen
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1.4 Spondylitis ankylosans

Die Spondylitis ankylosans (SA) ist eine abakterielle chronisch-entziindliche
Erkrankung der Ligamenta und der Synovialis der Wirbelbogengelenke und der
lliosakralfugen, die zur Verknbécherung (Ankylose) und Versteifung der
betroffenen Gelenke flhrt. Typische Merkmale der SA sind néchtliche
Schmerzen im Kreuzbein- und GeséaBbereich, die in die Kniekehlen
ausstrahlen, Persistenz der Kreuzschmerzen dber mehr als 3 Monate,
Morgensteifigkeit, Besserung der Beschwerden durch Bewegung und Beginn
der Symptomatik vor dem 40. Lebensjahr. Haufig kommt es zu einer peripheren
Gelenkbeteiligung, bei der meistens die unteren Extremitaten betroffen sind. Als
systemische Manifestationen kénnen Uveitiden, Aortiden und Urethritiden

auftreten (Burmester und Ulrichs, 1999).

Die SA zeigt eine sehr enge Assoziation mit dem Histokompatibilitatsantigen
HLA B27; Uber 90% der Patienten sind HLA B27 positiv. Da die
Haufigkeitsverteilung des Vorkommens von HLA B27 in verschiedenen
ethnischen Gruppen und geographischen Regionen sehr unterschiedlich ist,
zeigt sich weltweit eine unterschiedliche Pravalenz der Erkrankung. In
Deutschland betragt diese 1%. Manner erkranken zwei bis viermal haufiger als
Frauen. Die Diagnose wird anhand der modifizierten New York Kriterien gestellt
(Van der Linden et al., 1984):

1. Kilinische Kriterien:

a) Tiefsitzende Rickenschmerzen und Steifigkeit, die langer als drei
Monate bemerkbar ist und sich durch Bewegung bessert

b) Einschréankung der Wirbelsdulenbeweglichkeit in der Sagittal- und
Frontalebene

c) Einschrankung der Brustexpansion, in Relation zu Normwerten

des entsprechenden Alters und Geschlechts

2. Radiologisches Kriterium:
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a) Bilaterale Sakroiliitis Grad = 2 oder unilaterale Sakroiliitis Grad 3-4

Die Pathogenese der Erkrankung ist nicht vollstdndig geklart. Sie scheint
komplex und multifaktoriell zu sein, die enge Assoziation mit HLA B27 spricht
fir eine genetische Disposition. Jedoch sind nicht alle Patienten HLA B27-
positiv und bei eineiigen Zwillingen erkranken nur 50-75% (Brown et al., 1997,
Hohler et al., 1999). Weitere Faktoren in der Krankheitsentstehung werden
diskutiert. Immunologische Aspekte, wie inflammatorische zellulare Infiltrate und
Zytokine scheinen eine Rolle zu spielen, als auch Umweltfaktoren, wie das
Enterobakterium Klebsiella pneumoniae (Maki-lkola et al., 1995, Sieper und
Braun, 1995, Sieper et al. 2002). Das Zytokinprofil im peripheren Blut von
Patienten mit SA deutet auf ein Th1/Th2-Ungleichgewicht hin, wobei die
Produktion von Th1-Zytokinen wie IL 2, IFNy und TNFa meist erniedrigt war
(Canete et al., 2000, Rudwaleit et al., 2001b, Van Damme et al., 2001, Baeten
et al., 2002, Zou et al., 2002a). Bezuglich der Produktion von IL 4 wurden keine
Unterschiede im Vergleich zu gesunden Kontrollen festgestellt (Rudwaleit et al.,
2001b, Zou et al., 2002a). Der Goldstandard der Therapie besteht momentan in
Nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR). Patienten, die nicht darauf
ansprechen, erhalten Sulfasalazin, Methotrexat oder intraartikulare
Glukokortikoidinjektionen (Khan, 2002).

Ein neuer Ansatz in der Therapie der Spondylitis ankylosans ist der Einsatz von
TNFa-Antagonisten, wie Infliximab und Etanercept, die antiinflammatorisch
wirken und somit nicht nur ausschlieBlich eine symptomatische Therapie bieten,
sondern potentiell die Krankheitsprogression beeinflussen kénnen (Sieper et al.,
2002, Zou et al., 2003).

1.5 Zielsetzung

Diese Arbeit untersuchte T-Lymphozyten von Patienten mit Morbus Behcet auf
ihre intrazellulare Zytokinproduktion vor und im Verlauf unter einer Therapie mit
humanem rekombinanten Interferon-a2a. Vergleichend wurden Patienten mit

Spondylitis ankylosans und gesunde Probanden hinsichtlich ihres Zytokinprofils
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untersucht. Dieser Vergleich wurde aufgrund einiger Gemeinsamkeiten der
beiden Erkrankungen vorgenommen. Die SA ist wie der MB mit einem HLA-
Klasse-1-Antigen (HLA B27 bzw. HLA B51) assoziiert. In der Symptomatik
finden sich ebenfalls Parallelen, wie die Md&glichkeit der Entwicklung von
Oligoarthritiden und Sakroiliitiden, Entzindungen groBer arterieller GefaBe und

Uveitiden.

Anhand dieser Untersuchungen soll Einblick in die Wirkungsweise von IFNa bei

M. Behget gewonnen werden.
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2 Material

2.1 Reagenzien

e Biocoll Seperating Solution (1,077 g/ml) Biochrom AG, Berlin

e Brefeldin A (Penicillium brefeldianum) Sigma, Schnelldorf

e BSA (Bovines Serumalbumin) Sigma, Deisenhofen

e (CaliBRITE APC Becton-Dickinson, USA

e Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Chemical Co,
USA

e EDTA 0,5 M (Ethylendiaminetetraacetic Acid) AccuGENE, USA

e FCS (Fetales Kéalberserum) CC-Pro, Neustadt

e Formalin 10% Sigma Diagnostics, USA

e Heparin-Natrium 10 000 IE/ml B. Braun Melsungen AG

e lonomycin (v. Steptomyces conglobatus) Sigma, Schnelldorf

e PBS (Phosphate buffered Saline) GIBCO, UK

e PHA (Phytohamagglutinin) Biochrom AG, Berlin

e PMA (Phorbol Myristat Acetat) Sigma, Schnelldorf

e Refobacin® (Gentamicinsulfat) Merck KgaA, Darmstadt

e RPMI 1640 Medium mit Glutamax-| GIBCO, UK

e Saponin Roth GmbH, Karlsruhe

e Trypanblau 0,4% Gibco BRL, Eggenstein

17



2.2 Antikorper

Tabelle 2. Liste der fur die FACS-Analyse verwendeten Antikérper

Antikérper | Konjugat | Funktion/Wirkung Hersteller
lgG1-Maus | FITC Isotypkontrolle BD
lgG1-Maus | PE Isotypkontrolle BD
lgG1-Maus | PerCP Isotypkontrolle BD
lgG1-Maus | APC Isotypkontrolle BD
lgG2a-Ratte | PE Isotypkontrolle BD
cD8-Maus | FITC Corezeptor far MHC-Klasse-I- BD
Molekl
CD4-Maus PE Corez?ptor fir MHC-Klasse-II- BD
Molekdl
CD4-Maus | APC Corezeptor flr MHC-Klasse-lI- BD
Molekdl
Teil des T-Zell-Rezeptor-Komplex,
CD3-Maus |Percp | fotwendigfurdie BD
Zelloberflachenexpression und
SignalUbertragung
Makrophagenaktivierung, erhéhte
IFNy-Maus | PE Expression von MHC-Molekilen, BD
hemmt Th2-Zellen
lokale Entzindungen,
TNFa-Maus | PE Endothelaktivierung BD
IL 2-Ratte PE Proliferation der T-Zellen BD
IL 4-Maus PE B-Zell-Aktivierung, hemmt Th1- BD

Zellen
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2.3 GefaBe und Zubehor

¢ Kryo-Réhrchen, 2 ml Greiner Labortechnik

e Eppendorfbehalter 1,5 ml Greiner, Solingen

e Falcon® Pipetten 10 ml, 25 ml Becton-Dickinson, USA

e Falcon® 15 ml Tubes Becton-Dickinson, USA

e Falcon® 5 ml Round-Bottom-Tubes Becton-Dickinson, USA

e Falcon® 50 ml Tubes Becton-Dickinson, USA

e Neubauerzahlkammer Superior, Marienfeld

e U-shape, 96-Well-Platte Greiner bio-one

2.4 Gerate

e Brutschrank: Heraeus Instruments Heraeus, Fellbach

e Eppendorfpipetten Eppendorf, Hamburg

e FACScan (fluoreszenz-activated cell sorter) Becton-Dickinson,
Heidelberg

e Mikroskop: Laborlux S Leitz, Portugal

e Pipettierhilfe: pipetus® -akku Hirschmann Laborgeréte

e Sterilbank: Hera Safe Kendro Laboratory
Products

e Sterilbank: Heraeus Lamin Air Kendro Laboratory
Products

e Voretax: Heidolph Top-Mix 94323 Bioblock Scientific

e Wasserbad: Thermomix Bu B. Braun

e Zentrifuge: Biofuge 15 Heraeus Sepatech,
Osterode

e Zentrifuge: Hettich Rotanta/AP Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen
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2.5 Patienten und gesunde Probanden

Es wurden mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC) von 10
Patienten mit Morbus Behget vor und im Verlauf unter einer Therapie mit
humanem rekombinantem Interferon-a2a (hrlFNa) untersucht. Das mediane
Alter der Patienten betrug 31 Jahre (Range: 25 - 39), die mediane
Krankheitsdauer war 4 Jahre (Range: 1 - 7). Sieben der Patienten waren HLA-
B51 positiv und alle erflllten die Kriterien der International Study Group
(International Study Group, 1990). Alle Patienten hatten bereits aktiven
okularen MB (posterior uveitis score > 1 (BenEzra et al., 1991)), d.h. es war
bereits eine Augenbeteiligung in Form einer Vaskulitis der Retina oder des N.
opticus beziehungsweise einer Uveitis eingetreten. Bei den 10 Patienten wurde
vor Beginn der Therapie mit IFNo2a anhand des Morbus Behget Index
(bestehend aus Menge der oralen Ulzera, Arthitis und anderen Zeichen einer
aktiven Vaskulitis) eine Krankheitsaktivitdt von 15 gemessen, die in Woche 12
der Therapie auf 6 abfiel. Der Median der okularen Krankheitsaktivitat
(gemessen durch den posterior uveitis score) war 3, beziehungsweise 1,5 auf
dem anderen Auge und reduzierte sich auf 0 in beiden Augen nach 12 Wochen
Behandlung mit IFNa2a. Die erste Blutabnahme erfolgte vor Therapie mit
hrIFNa2a, die zweite 4 und die dritte 12 Wochen nach Beginn der
Immunmodulation. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme nach Woche 4 bestand die
mediane Interferon-a2a Therapie aus einer subkutanen Gabe von 6 MioE/d zur
Nacht, nach Woche 12 betrug die mediane Dosis 4,5 MioE/d. Vier Patienten
erhielten zusatzlich eine geringe orale Dosis Prednisolon zwischen 5-10 mg.
Vier Patienten wurden vor Beginn der IFNa2a Therapie mit einer héheren Dosis
Prednisolon (20-75 mg/d) behandelt, die zlgig auf 10 mg/d reduziert wurde. Vor
Woche 0 erhielten zwei Patienten Cyclosporin A (CSA), ein Patient erhielt
Azathioprin (AZA) und ein weiterer Patient die Kombination von CSA und AZA.
Die Einnahme von CSA und AZA wurde am Tag vor Beginn der Therapie mit
IFNa2a gestoppt. Ebenso wurde die Therapie eines Patienten mit Cholchizin
beendet.
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Es gab zwei unterschiedliche Kontrollgruppen. Als erste Kontrollgruppe dienten
10 Patienten mit HLA-B27-assoziierten Spond- und Oligoarthritiden. Die
Diagnose wurde anhand der modifizierten New York Kriterien gestellt (Van der
Linden et al., 1984). In dieser Gruppe betrug das mediane Alter 40,5 Jahre
(Range: 27 - 69), die mediane Krankheitsdauer 12 Jahre (Range: 1 - 15). Alle
bis auf drei Patienten wurden ausschlieBlich mit nicht-steroidalen
Antirheumatika behandelt (zwei Patienten erhielten Sulfasalazin, ein Patient
erhielt ein niedrig dosiertes Steroid). Zum Zeitpunkt der Blutentnahme wurde
die Krankheitsaktivitdt anhand der visuellen Analogskala (VAS), des C-
reaktiven Proteins (CRP) und der Blutsenkungsgeschwindigkeit bestimmt. Der
Median der VAS war 4, das mediane CRP betrug 0,62 mg/dl (Range: 0,2 - 2,66
mg/dl) und die mediane BSG war 8 mm in der ersten Stunde (Range 4 - 41

mm).

Die zweite Kontrollgruppe bestand aus 10 gesunden Probanden, deren
medianes Alter 27,5 Jahre war (Range: 24 - 33). Die Blutentnahmen erfolgten
nach einer ausfihrlichen Information und schriftlichen Einverstédndnis der
Patienten beziehungsweise Probanden. Von der Ethikkommission der
Universitat Tabingen wurde das Einversténdnis fir die IFNa2a Therapie der
Patienten mit okularem MB und fir die Entnahme der Blutproben erteilt.
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3 Methoden

3.1 Lymphozytenisolierung

Die Isolierung der peripheren mononukledren Zellen des Blutes erfolgte unter
der Sterilbank. Heparinisiertes Blut (60 ml) wurde auf drei 50 ml Réhrchen
verteilt und mit RPMI 1640 auf 50 ml aufgefillt und somit verdinnt. In sechs
weiteren 50 ml Roéhrchen wurde 15 ml Ficoll-Trennlésung (Dichte 1.077)
vorgelegt und sehr vorsichtig mit 25 ml verdinntem Blut unter Zuhilfenahme
einer sterilen Pipette Uberschichtet. Es schloss sich eine ungebremste
Zentrifugation Uber 20 Minuten bei 2000 U/min und 20 °C an. Da Erythrozyten,
polymorphkernige Leukozyten und Thrombozyten eine gréBere Dichte hatten,
wurden sie durch die Ficoll-Trennlésung hindurchzentrifugiert, wahrend
mononukleare Zellen dartber eine Schicht bildeten. Der so in der Interphase
(zwischen Ficoll-Trennlésung und Plasma/RPMI-Gemisch) entstandene Zellring
wurde mit einer sterilen Pipette abgenommen und jeweils in ein 15 ml Réhrchen
dberfihrt und mit RPMI 1640 auf 15 ml aufgeflllt. Eine erneute Zentrifugation
tber 10 Minuten bei 2000 U/min, 20 °C und ungebremster Zentrifuge erfolgte.
Nach Abkippen des Uberstandes wurden die Zellen resuspendiert und erneut
mit RPMI 1640 gewaschen. In der nun erhaltenen Zellsuspension befanden
sich  mononukledre Zellen, wohingegen Erythrozyten, Thrombozyten,

Granulozyten sowie Plasma und Ficoll-Trennlésung weitgehend entfernt waren.
3.2 Einfrieren und Auftauen der Lymphozyten

3.2.1 Einfrieren

Wéhrend des letzten Waschvorganges der Lymphozytenisolation wurden sechs
1,8 ml Kryo-Rdhrchen des bereits aliquotierten DMSO-Einfriermediums
aufgetaut. Die Zellen wurden in DMSO suspendiert und auf sechs Einfriertubes
verteilt. Das Einfrieren ging schnell vonstatten, da das DMSO toxisch auf die
Zellen wirkt. Die Zellen wurden zunéachst bei -70 °C gelagert und innerhalb von
zwei Wochen in flissigen Stickstoff (-196 °C) Uberfihrt. Im Durchschnitt

befanden sich 8 x 10° Zellen in jedem R&hrchen.
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3.2.2 Auftauen

Als Auftaumedium wurde FCS mit RPMI 1640 im Verhéltnis 1:10 gemischt und
1,5 ml Refobacin® pro 500 ml Auftauldsung zugegeben. Die Kryo-Réhrchen
wurden direkt vom flissigen Stickstoff in ein 37 °C warmes Wasserbad
transferiert. Sobald die Zellsuspension aufgetaut war, wurde diese in ein 15 ml
Réhrchen gekippt und mit Auftaumedium aufgefillt. Es schloss sich eine
gebremste Zentrifugation tGber 10 Minuten bei 1400 U/min und 4 °C an. Nach
Abkippen des Uberstandes erfolgte eine Resuspension in 2800 ml RPMI 1640
+10% FCS + Refobacin®.

3.3 Immunfluoreszenzfarbung

3.3.1 In vitro Stimulation der T-Zellen

Zunachst wurden die Stimulantien Phorbol Myristat Acetat (PMA) und
lonomycin und das zur Verhinderung der Zytokinfreisetzung dienende Brefeldin
A, folgendermaBen mit der RPMI-FCS-Refobacin-Lésung verdlnnt:

Tabelle 3. Verdiinnungsschema der Stimulantien und Brefeldin

RPMI-Medium Verdlnnungsverhaltnis
1 pl PMA 19 ul 1:20
2 pl lonomycin 18 1:10
6 ul Brefeldin 54 ul 1:10

Nachdem die Zellzahl mit Hilfe einer Trypanblaufarbung in der
Neubauerzahlkammer unter dem Mikroskop bestimmt worden war, wurden pro
Ansatz 12 wells einer 96-well-round-bottom-Mikrotiterplatte mit jeweils 5x10° -
1x10°  Zellen versehen. AuBer die wells, die spater als unstimulierte
Negativkontrollen dienen sollten, erhielten alle jeweils 2 pl verdiinntes PMA und

lonomycin (l). Jedem well wurden 4 ul verdinntes Brefeldin (B) zugeftgt. Um
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die optimale Stimulanz fir IL 4 herauszufinden, wurde die Stimulation durch
1%iges PHA mit der Stimulation durch die Kombination von PMA mit lonomycin
verglichen. Wie schon durch andere Arbeitsgruppen beschrieben, erwies sich
PHA als effektiver bei der Stimulation der IL 4 Produktion (Freysdottir et al.,
1999), Aufgrunddessen wurde anstatt PMA und lonomycin unverdiinntes PHA
(2 pl) als Stimulanz in das well zugegeben, das mit dem intrazelluldren IL 4-AK
gefarbt werden sollte. AnschlieBend wurde der Ansatz 48 h bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Die Stimulation Gber 48 h erfolgte in der Annahme, eine
deutlichere Th2-Antwort zu erhalten. Um eine Verfélschung der Ergebnisse
durch diese lange Stimulationszeit auszuschlieBen, wurde in einer
Versuchsreihe die intrazellulare Zytokinproduktion von PBMC’s zweier
gesunder Probanden gemessen. Die Zellen wurden in jeweils zweistliindigen
Abstanden bis zu einer Inkubationszeit von 48 h untersucht. Es zeigte sich,
dass die Negativkontrollen stets negativ blieben und somit kein verfélschtes

Ergebnis durch die langere Stimulationszeit zu erwarten war.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
A |[PMA 1B PMA, I, B PMA, I, B PMA, I, B PHA, B
B
C |[PVA LB B B B B
D
E |PVA B
F
G |PMA, 1B

Abbildung 1. 96-Loch-Platte — schematisch dargestellt

3.3.2 Oberflachen- und Intrazellulare Zytokinfarbung

Die Immunfluoreszenz ist eine Methode, mit der zellulare Antigene mit
fluoreszenzmarkierten Antikdérpern nachgewiesen werden kénnen. Bei der
direkten Immunfluoreszenz, die hier zur Anwendung kam, werden spezifische
monoklonale Antikérper (moAk) eingesetzt, an die ein Fluoreszenzfarbstoff

kovalent gebunden ist. Die Zellen in den wells 1A und 1C wurden mit moAk
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gegen IgG als Isotypenkontrolle markiert, die mit folgenden Farbstoffen
konjugiert waren. 1A: IgG1-Fluoreszeinisothiozyanat (FITC), IgG1-
Phycoerythrin (PE), IgG1-Peridin Chlorophyll (PerCP), 1gG1-Allophycocyanin
(APC). 1C: IgG1- FITC, 1gG2a-PE, IgG1-PerCP, IgG1-APC. Der Zellsuspension
in 1E und 1G wurden monoklonale Oberflachenantikérper wie folgt zugegeben:
1E: CD8-FITC, CD4-PE, CD3-PerCP; 1G: CD8-FITC, CD4-APC, CD3-PerCP
(siehe Abbildung 1). Mit diesen Proben erfolgte die Kompensation und
Feineinstellung am Durchflusszytometer.

Um die Zytokinproduktion Subpopulationen zuordnen zu kénnen, wurde in den
restlichen wells eine Oberflachenmarkierung gegen CD8-FITC, CD4-APC, CD3-
PerCP vorgenommen. Die Farbung fand unter der dunklen Sterilbank statt, um
eine vorzeitige Lichtemission der Farbstoffe zu verhindern. Von den moAk, die
mit den Farbstoffen FITC, PE und PerCP konjugiert waren, wurden 10 pl, von
den APC-konjugierten Antikdrpern 5 pl zu den Zellen pipettiert. Die
Mikrotiterplatte mit dem Ansatz wurde in Alufolie verpackt und 30 min bei 4 °C
inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation von 1400 U/min, bei 4 °C
(iber 5 min. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und
das nach der Zentrifugation sichtbare Zellpellet am abgerundeten Boden der
Mikrotiterplatte mit 100 yl Formalin (10%ig) resuspendiert. Die Formalinfixation
dauerte bei Raumtemperatur 15 min. Danach wurden die wells mit 100 pl
Zellkulturmedium aufgeflllt. Ein  Waschvorgang mit Zentrifugation und
Abnehmen des Uberstandes schloss sich an. Um die Zellen zu permeabilisieren
und somit durchlassig flr die moAk gegen die intrazelluldren Zytokine IFNy,
TNFa, IL 2 und IL 4 zu machen, wurde Saponin zusammen mit den PE-
konjugierten intrazellularen moAk zugegeben. 0,25 g Saponin wurde in 45 ml
PBS und 5 ml 10%igem BSA gel6ést. Von den PE-konjugierten moAks gegen
IFNy und IL 4 wurde den Zellen 1 ul hinzugefigt, auBerdem zusatzlich 49 ul
Saponin. Von den PE-konjugierten moAk gegen TNFa und IL 2, die in jeweils
40 pl Saponin gelést waren, wurden 10 pl in die wells pipettiert (siehe Abbildung
2).

Eine Inkubation von 30 min bei 4 °C folgte.
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1 2 3 4 5 7 9
PMA, |, PMA, |, B, PMA, |, B, PMA, |, B,

A | BS S, CD3, S, CDg, S, CDS, CD3. Cba.
lgG1 (4 CD4, CD8, CDa, CD4, CDs, CD8, IL4’
Farben) IFNy CD8,IL2 TNFa ’
PMA, |,

C B, S, B, S, CD3, B, S, CD3, B, S, CD3, B, S, CD3,
IlgG2a, CD4, CDs8, CD4, CD8, CD4, CD8, CD4, CDs8,
IgG1 (3 IFNy IL2 TNFa L4
Farben)

B : Brefeldin
PMA, |,
E B,S I : lonomycin
CD3,
CD4, .
CD8 IFN: Interferon
F IL: Interleukin
PMA: Phorbol Myristat Acetat
PMA., I, S: Saponin
B, S,
G CD3, TNF: Tumornekrosefaktor
CD4,
CD8

Abbildung 2. 96-well-Mikrotiterplatte — schematisch dargestellt

Nach der Inkubation wurden die wells mit 150 pl Saponinlésung aufgefullt,

zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Die nun markierten Zellen wurden

in 200 pl PBS resuspendiert, in Falcon® 5 ml Round-Bottom-Tubes Uberfiihrt

und bis zur FACS-Analyse auf Eis gestellt.
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3.4 FACS-Analyse

3.4.1 Aufbau und Arbeitsprinzip des FACScan (Fa. Becton-
Dickinson)

Lymphozyten zeigen ein scheinbar einheitliches Aussehen. Alle Zellen sind
klein und rund, sie besitzen einen verdichteten Kern und wenig Zytoplasma.
Dennoch umfassen diese Zellen zahlreiche funktionelle Subpopulationen, die
sich voneinander unter anderem durch die Expression ihrer jeweiligen
Zelloberflachenproteine und durch die Produktion verschiedener Zytokine
unterscheiden. Diese kénnen durch spezifische, an fluoreszierende Farbstoffe

gekoppelte Antikdrper nachgewiesen werden.

Das Prinzip der Durchflusszytometrie besteht aus simultaner Messung von
Fluoreszenz- und Streulichtsignalen einzelner Zellen. Zellgr6Be, Granularitat,
sowie verschiedene Fluoreszenzintensitaten kdénnen fir mehrere tausend

Zellen in weniger als einer Minute ermittelt werden.

Die sich im FACS-Réhrchen befindende Zellsuspension wird Ober eine
Stahlkapillare durch Uberdruck in die MeBkivette eingefiinrt. Die Zellen
passieren dabei, von einer FlUssigkeitshille umgeben, einzeln Uber eine
Kapillare den Analysepunkt, wo sie den Lichtstrahl eines Argon-Lasers (488

nm) kreuzen. Dort werden folgende Parameter analysiert:
1. Lichtstreuung der Zellen

Die Zellen streuen das einfallende Licht vor allem in der Vorwértsrichtung, d.h.
entlang der Achse des Lichtstrahls. Die Intensitat des hierbei entstehenden
Vorwartsstreulichts (,forward light scatter”, FSC) ist hauptséachlich ein MaB fir
die ZellgroBe. Das im rechten Winkel zum Laserstrahl gestreute
Rechtwinkelstreulicht (,side scatter, SSC) korreliert vor allem mit der
Granularitat und der Dichte der Zellen.

2. Fluoreszenz der Zellen
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Die Zellen, die mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern besetzt sind, absorbieren
einfallendes Laserlicht. Durch diese Energie werden Elektronen auf ein héheres
Energieniveau gehoben. Unter Emission von langerwelligem Licht kehren die
Elektronen zu ihrem Grundzustand zuriick. Dieser Strahlungstibergang wird als
Fluoreszenz bezeichnet. Der Lichtbereich, Uber den eine fluoreszierende
Verbindung angeregt werden kann, wird als Absorptionsspektrum bezeichnet.
Da beim Absorptionstibergang mehr Energie aufgenommen wurde, als beim
Fluoreszenzibergang emittiert wird, ist das emittierte Licht langwelliger als das
Anregungslicht und bildet  das Emissionsspektrum. Bei der
Mehrfarbenfluoreszenzmessung muss die Anregungswellenlange sorgfaltig
gewahlt werden, damit die Fluoreszenzen gut voneinander unterscheidbar sind.
Die Absorptionsspektren verschiedener Farbstoffe sollen sich Uberlappen, um
zu erméglichen, mehrere Farbstoffe gleichzeitig anzuregen. Entscheidend ist,
dass sich die Gipfel der Emissionsmaxima deutlich voneinander unterscheiden
und eine getrennte Messung der einzelnen Farbstoffe mit verschiedenen

Detektoren mdglich ist.

Vorwartsstreulicht, Rechtwinkelstreulicht und Fluoreszenz werden von einem
elektronischen Detektorsystem aufgenommen. Werden mehrere
Fluoreszenzfarbstoffe flir Mehrfachmarkierungen eingesetzt, so trennt ein
optischer Filter die Emission in ihre Komponenten auf und fihrt sie
verschiedenen Detektoren zu. Ein FACScan besitzt zwei Arten von Detektoren:
eine Photodiode und vier Photoréhren. Diese wandeln die optischen Signale in
proportional hohe elektronische Signale um. Sie werden linear (Vorwarts- und
Rechtwinkelstreulicht) oder logarithmisch (Immunfluoreszenz) verstarkt und von
einem Analog-Digital-Wandler in ein digitales, computergerechtes Signal
umgewandelt. Mit Hilfe eines angeschlossenen Computersystems werden die

Daten gespeichert und ausgewertet.
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Markieren eines Zellgemischs mit fluoreszierenden Antikorpern
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Abbildung 3. Aufbau eines DurchfluBzytometers aus Janeway et al., 2002
(682)

3.4.2 Messung am FACScan und Datenauswertung

Mit dem FACScan kénnen bis zu finf Eigenschaften (zwei Lichtstreuungen und
drei Fluoreszenzen) gleichzeitig gemessen werden. Die Zuschaltung eines
zweiten Lasers ist notwendig zur Messung eines vierten Farbstoffes, in diesem
Fall APC. Von jeder Probe wurden FSC, SSC und Fluoreszenz von 100 000
Zellen gemessen. FSC und SSC wurden linear, die Fluoreszenz logarithmisch
gemessen. Als Negativkontrolle fir die intrazelluldre Zytokinbestimmung
dienten unstimulierte Zellen. Da die Stimulation durch PMA und lonomycin die
Oberflachenexpression von CD4 reduziert, wurden die CD4+ Zellen indirekt
bestimmt, durch Subtraktion der CD8+ T-Zellen von den CD3+ T-Zellen
(Rudwaleit et al., 2001b).

Die Daten wurden mit dem Programm Cell Quest ausgewertet. Um eine
quantitative Auswertung zu erhalten, kénnen zwei beliebige Parameter
miteinander korreliert werden (Zweiparameterdarstellung, Dot-Plot).  Die
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Intensitatsachsen des Signalpaares werden gegeneinander aufgetragen. In das
Achsenkreuz wird jeweils dort ein Punkt eingezeichnet, an der sich die
Intensitatswerte der beiden Parameter einer gegebenen Zelle schneiden. Durch
Vorgabe von Begrenzungen (Gating) kann man eine Zellpopulation mit

bestimmten Eigenschaften fir die Auswertung auswahlen.

SSC-Height
1

|l'l|'lllll IIIII IIIII llllll

0 200 400 600 800 1000
FSC-Height

Abbildung 4. Gating der Lymphozytenpopulation in der Dot-plot-Darstellung

Die Abbildung 4 zeigt beispielhaft die korrelierte Darstellung von FSC (GrdBe)
mit SSC (Granularitat) einer Probe von peripheren mononuklearen Blutzellen.
Die Lymphozytensubpopulation lasst sich durch ihr eigenes charakteristisches

Muster identifizieren und eingrenzen.

3.5 Statistik

Die ZielgréBen wurden als Anteile angegeben, stammen aber aus der
Auszahlung von Zellen. Daher liegt es nahe, dass die Standardabweichung
proportional zur Quadratwurzel aus dem Mittelwert ist. Diese Annahme wurde
verifiziert, indem eine Varianzanalyse (ANOVA) mit allen Daten und allen
Faktoren sowie deren Wechselwirkungen dazu verwendet wurde, die Box-Cox-
Transformation zu schatzen. Die wurzeltransformierten Daten wurden far jede
Kombination von Zytokin und Leukozyt mit je einer ANOVA auf Unterschiede
zwischen den gesunden Probanden, den SA-Patienten und den MB-Patienten
vor der Behandlung sowie auf eine Veranderung im Verlauf der Behandlung mit
IFNa gepruft. Bei letzterer ANOVA wurde noch der MB-Patient als zufalliger
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Faktor berlcksichtigt (auBer in zwei Fallen, in denen die Schéatzwerte der
Varianzkomponenten negativ geworden waren, so dass Patient als fester
Faktor verwendet wurde). Das Signifikanzniveau wurde mittels der Bonferroni-
Holm-Prozedur innerhalb jeder Gruppe von 12 ANOVAS gleichen Typs
adjustiert. In den Diagrammen, die die Daten darstellen, sind auch die als
Mediane zu interpretierenden vorhergesagten Werte eingetragen, sowie die
Quartile von deren Verteilung. Die statistischen Tests der medianen IL 4
Produktion war nur eingeschrankt beurteilbar, da nur 5 Proben pro Gruppe zur

Verfigung standen.
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4 Ergebnisse

4.1 Intrazellulare Produktion von IL 2, IFNy, TNFa und IL 4 bei
Patienten mit M. Behcet im Vergleich zu Patienten mit
Spondylitis ankylosans und gesunden Probanden

4.1.1 Produktion von IL 2 bei Patienten mit M. Behcet, Patienten mit
Spondylitis ankylosans und gesunden Probanden

Die intrazellulare IL 2 Produktion durch T-Lymphozyten von 10 Patienten mit
MB vor Beginn der Therapie mit rhIFNa2a wurde mit 10 Patienten, die an einer
HLA-B27-positiven SA erkrankt waren und 10 gesunden Probanden verglichen.
Nach einer Stimulation mit PMA und lonomycin bestand ein erheblicher
Unterschied sowohl zwischen den MB-Patienten und den gesunden Kontrollen,
als auch zwischen den SA-Patienten und der gesunden Kontrollgruppe. Bei
beiden Patientengruppen war die Produktion von IL 2 erniedrigt. Der Median
der IL 2 produzierenden CD3+-Zellen der gesunden Probanden betrug 12,35%,
wohingegen die MB-Gruppe einen Median von 6,65% erzielte (P = 0,02). Die
mediane IL 2 Produktion der CD3+-Zellen der SA-Patienten betrug 5,75% (P =
0,02) (Abbildung 5a).

Bei der CD4+-T-Lymphozytensubpopulation verhielt sich IL 2 &hnlich. Die
mediane IL 2 Produktion der gesunden Probanden betrug 10,45%, bei den MB-
Patienten war die Produktion mit 3,9% erniedrigt und bei den SA-Patienten
zeigte sich mit 4,5% ebenfalls eine deutlich geringere IL 2 Produktion (P =
0,007) (Abbildung 5c).

Es gab keine Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen in der CD8+/IL 2
Produktion (GK: 2,05%, MB: 1,85%, SA: 1,2%; P = 0,77) (Abbildung 5b).
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Abbildung 5. Prozentualer Anteil von Interleukin-2 (IL 2) positiven CD3+ (A),
CD8+ (B) und CD4+ (C) T-Lymphozyten bei 10 gesunden Kontrollen (GK), 10
Patienten mit Morbus Behget (MB) und 10 Patienten mit Spondylitis ankylosans
(SA). Die Querbalken indizieren den Median.
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Abbildung 6. Punktwolkendarstellung (Dot-plot) einer durchflusszytometrischen
Analyse von CD3+/IL 2+ Lymphozyten am representativen Beispiel eines
gesunden Probanden (A), eines Patienten mit Morbus Behget (B) und eines
Patienten mit Spondylitis ankylosans (C). Die intrazellulare Produktion von IL 2
ist bei beiden Patienten im Vergleich zu der gesunden Kontrollperson deutlich
eingeschrénkt. Der Anteil der CD3+ Lymphozyten, die mit dem intrazellularen
PE-konjugierten monoklonalen Antikérper gegen IL 2 markierbar waren sind in
Prozent angegeben. PE = Phycoerythrin; FITC = Fluoreszeinisothiozyanat.

4.1.2 Produktion von IFNy bei Patienten mit M. Behcet, Patienten mit
Spondylitis ankylosans und gesunden Probanden

Um die intrazelluldre Produktion von IFNy zu messen, wurden T-Lymphozyten
gleichermaBen mit PMA und lonomycin stimuliert. Die mediane IFNy
Produktion der MB-Patienten (22,3%) war in der CD3+ T-Zellpopulation erhéht
im Vergleich zu Patienten mit SA (11,8%) und der gesunden Kontrollgruppe
(10,65%; P = 0,05) (Abbildung 7a).

Die intrazellular gemessenen medianen IFNy Werte bei CD8+-Zellen lieBen
eine Tendenz zu einer Erh6hung bei MB-Patienten erkennen, die jedoch nicht
signifikant war. (GK: 5,9%, MB: 10,45%, SA: 6,9%; P = 0,11) (Abbildung 7c).

Es gab keine Unterschiede der IFNy Produktion in der CD4+ Population (GK =
5,2%; MB: 5,6%, SA = 4,6%; P = 0,41) (Abbildung 7b).
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Abbildung 7. Prozentualer Anteil von Interferon-y (IFNy) positiven CD3+ (A),
CD4+ (B) und CD8+ (C) T-Lymphozyten bei 10 gesunden Kontrollen (GK), 10
Patienten mit Morbus Behget (MB) und 10 Patienten mit Spondylitis ankylosans
(SA). Die Querbalken indizieren den Median.

4.1.3 Produktion von TNFa bei Patienten mit M. Behcet, Patienten
mit Spondylitis ankylosans und gesunden Probanden

Es gab keine signifikanten Unterschiede in der intrazellularen TNFa Produktion

der CD3+ T-Lymphozyten zwischen den Gruppen. Die intrazellulare TNFa

Produktion durch CD3+-T-Zellen betrug bei der gesunden Kontrollgruppe im

Median 14,85%, bei den MB-Patienten 22% und bei den Patienten mit SA

13,3% (P = 0,41; Abbildung 8a).

Bei der CD4+ Population waren ebenfalls keine Unterschiede bei der
intrazellularen Produktion von TNFa feststellbar. Die mediane TNFa Produktion
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der gesunden Probanden betrug 11,25%, die der MB-Patienten 11,86% und die
der SA-Patienten 7,1% (P = 0,87, Abbildung 8b).

Bei den MB-Patienten zeichnete sich eine erhdhte Tendenz der medianen
TNFa Produktion durch CD8+ T-Zellen ab (GK: 4,25%, MB: 10,45%, SA: 6,3%;
P = 0,18) (Abbildung 8c).
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Abbildung 8. Prozentualer Anteil von Tumornekrosefaktor-a (TNFa) positiven
CD3+ (A), CD4+ (B) und CD8+ (C) T-Lymphozyten bei 10 gesunden Kontrollen
(GK), 10 Patienten mit Morbus Behcet (MB) und 10 Patienten mit Spondylitis
ankylosans (SA). Die Querbalken indizieren den Median.
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4.1.4 Produktion von IL 4 bei Patienten mit M. Behcet, Patienten mit
Spondylitis ankylosans und gesunden Probanden

Mit PHA stimulierte T-Lymphozyten von jeweils finf Patienten wurden auf die
intrazellulare Produktion von IL 4 untersucht. Es gab keine statistischen
Unterschiede zwischen den Gruppen bei den einzelnen
Lymphozytensubpopulationen. Die intrazellulare IL 4 Produktion durch CD3+-T-
Zellen betrug bei der gesunden Kontrollgruppe im Median 6,75%, bei den MB-
Patienten 1,86% und bei den Patienten mit SA 1,3% (P = 0,13; Abbildung 9a).

Bei der CD4+ Population waren ebenfalls keine Unterschiede bei der
intrazellularen Produktion von IL 4 feststellbar. Die mediane IL 4 Produktion der
gesunden Probanden betrug 0,65%, die der MB-Patienten 11,86% und die der
SA-Patienten 7,1% (P = 0,87, Abbildung 9b).

Es gab keine Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen in der CD8+/IL 4
Produktion (GK: 0,65%, MB: 0,4%, SA: 0,67%; P = 0,35) (Abbildung 9c).
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Abbildung 9. Prozentualer Anteil von Interleukin-4 (IL 4) positiven CD3+ (A),
CD4+ (B) und CD8+ (C) T-Lymphozyten bei funf gesunden Kontrollen (GK),
funf Patienten mit Morbus Behget (MB) und finf Patienten mit Spondylitis

ankylosans (SA). Die Querbalken indizieren den Median.
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Tabelle 4. Intrazelluldre Produktion von Interleukin-2 (IL 2), Interferon-y (IFNy),
Tumornekrosefaktor-a (TNFa) und Interleukin-4 (IL 4) durch CD3+, CD8+ und
CD4+ T-Zellen von zehn* gesunden Kontrollen (GK), zehn* Patienten mit
Morbus Behget (MB) und zehn* Patienten mit Spondylitis ankylosans (SA).
Dargestellt sind die Mediane und in Klammern die Minimum- und

Maximumwerte.

* bzw. funf bei IL 4

GK MB SA

CD3 [12,35(2,5-23,8)| 6,65(0,3—-13,1) 5,75 (1,1 —14,4)

IL 2 CD8 | 2,05(0,7-7,6) | 1,85(0,2-5,3) 1,2 (0,5 4,2)

CD4 [10,45(1,8—21,3)| 3,9 (0,1-8,9) 4,5(0,5—-10,4)

CD3 [10,65 (6,2—22,4)| 22,3(4,9-31,1) 11,8 (2,2 - 20,1)

IFNy [ cDs 59(2,1-13) | 10,45(1,6-29,9) | 6,9 (2,1—-17,3)

CD4 52(0—11,3) 56(0-16,5) 4.6 (0—12,4)

CD3 [14,85(3,6-30,6)] 22(1-34,9) 13,3 (4,2 — 26,3)

TNFa | CD8 | 4,25 (1,9-20,7) | 10,45 (0,7 — 18,1) 6,3(1,6-92)

CD4 | 11,25(0,5-20) | 11,86 (0,3—-25,4) | 7,1 (2,2—19,8)

CD3 | 6,75(0,15—11) | 1,86 (0,16—-10,55)| 1,3(0,3—-10, 2)

IL4* | CD8 | 4,35(0,09-8,7) | 0,87 (0,08 —9,53) 0,4 (0,2-5,7)

CD4 0,65(0-3,2) | 0,69 (0,15-2,34) 0,9 (0,3-5,2)
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4.2 Intrazellulare Produktion von IL 2, IFNy, TNFa und IL 4 bei
Patienten mit M. Behcet unter einer Therapie mit humanem
rekombinantem IFNa2a

PBMC’s von 10 Patienten mit M. Behget, die eine Therapie mit IFNa erhielten,
wurden auf die intrazellulare Produktion von IL 2, IFNy, TNFa und IL 4 zu drei
verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Die erste Untersuchung mittels
Durchflusszytometrie fand vor Beginn der Therapie statt. Die Untersuchungen
zum Therapieverlauf erfolgten in Woche 4 und 12 nach Therapiebeginn.

4.2.1 Produktion von IL 2 bei Patienten mit M. Behcet unter einer
Therapie mit IFNa

Nach 4 Wochen Therapie mit IFNa konnte bei den CD3+-T-Lymphozyten der
MB-Patienten ein hochsignifikanter Anstieg des intrazellular produzierten IL 2
festgestellt werden. Das vor Beginn der Therapie erniedrigte IL 2 (siehe 4.1.1)
stieg nach Woche 4 im Median auf 16,2% vs. 6,65% vor Therapie (P <
0,00001). In Woche 12 nach einer Dosisreduktion von IFNa war die mediane IL
2 Produktion noch immer erhéht messbar und betrug 14% (Abbildung 10a).

Die IL 2 Produktion der CD4+ T-Zellen erhdhte sich ebenfalls signifikant unter
der Therapie mit IFNa. Vor Therapiebeginn betrug die mediane Produktion
4,5%, zu Woche 4 11,2% und zu Woche 12 10,4% (P < 0,00001) (Abbildung
10b).

Die mediane intrazellulare Produktion von IL 2 unter einer Therapie mit IFNa bei
CD8+-T-Zellen stieg signifikant von 1,85% vor Therapie auf 2,75% nach Woche
4 und 3,45% nach Woche 12 (P = 0,0002) (Abbildung 10c).
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Abbildung 10. Prozentualer Anteil von Interleukin-2 (IL 2) positiven CD3+ (A),
CD4+ (B) und CD8+ (C) T-Lymphozyten bei Patienten mit Morbus Behcget im
Verlauf unter einer Therapie mit Interferon-a2a (IFNa). Die Querbalken

indizieren den Median.
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Abbildung 6. Produktion von Interleukin-2 (IL 2) am representativen
Beispiel eines Patienten mit Morbus Behget unter einer Therapie mit
Interferon-a2a. Das Punktwolkendiagramm zeigt einen deutlichen Anstieg
der IL 2 Produktion durch CD3+ und CD8+ Lymphozyten von Woche 0 vor
Therapiebeginn (A und D) auf Woche 4 nach Therapiestart (B und E). Die IL 2
Produktion bleibt in Woche 12 unter der IFNa Therapie erhéht messbar (C und
F). Der Anteil der CD3+ bzw. CD8+ Lymphozyten, die mit dem intrazellularen
PE-konjugierten monoklonalen Antikérper gegen IL 2 markierbar waren sind in
Prozent angegeben. PE = Phycoerythrin; FITC = Fluoreszeinisothiozyanat.
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4.2.2 Produktion von IFNy bei Patienten mit M. Behcet unter einer
Therapie mit IFNa

Es gab keine signifikanten Unterschiede der intrazellularen IFNy Produktion der
CD3+ Zellen unter einer Therapie mit IFNa. Die mediane Produktion vor
Therapiebeginn betrug 22,3%, nach Woche 4 26,8% und nach Woche 12
24,85% (P = 0,21; Abbildung 11a).

4 Wochen nach Beginn der IFNa Therapie wurde bei dem von CD4-Zellen
produzierten IFNy der MB-Patienten ein signifikanter Anstieg der Mediane
festgestellt (5,6% vor Therapie vs. 12,2% in Woche 4; P = 0,0018), der auch
noch in Woche 12 anhielt (12,6%) (Abbildung 11b).

Bei den CD8-positiven T-Zellen konnte unter der IFNa Therapie kein
Unterschied vermerkt werden (mediane IFNy Produktion vor Therapie: 10,45%,
in Woche 4: 11,65%, in Woche 12: 11,65%; P = 0,88) (Abbildung 11c).
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Abbildung 11. Prozentualer Anteil von Interferon-y (IFNy) positiven CD3+ (A),
CD4+ (B) und CD8+ (C) T-Lymphozyten bei Patienten mit Morbus Behcget im

Verlauf unter einer Therapie mit Interferon-a2a (IFNa).

indizieren den Median.
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4.2.2 Produktion von TNFa bei Patienten mit M. Behcet unter einer
Therapie mit IFNa

In der CD3+-T-Zellpopulation konnte kein Unterschied in der medianen TNFa
Produktion vor und wahrend der IFNa Therapie festgestellt werden. Die CD3+-
Zellen produzierten vor Therapie 22%, nach 4 Wochen 21,1% und nach 12
Wochen 25,35% (P = 0,15; Abbildung 12a).

Die TNFa Produktion der CD4-+ T-Zellen unter Therapie (Woche 4: 15,05%,
Woche 12: 17,2%) war vergleichbar mit der Produktion vor Therapiebeginn
(11,86%; P = 0,01) (Abb. 12b).

Es bestand ebenfalls kein Unterschied in der TNFa Produktion der CD8+ T-
Zellen vor und unter Therapie mit IFNa. Die Produktion betrug im Median
10,45% vor Therapiebeginn, 7,4% nach 4 Wochen und 8,85% nach 12 Wochen
Behandlungsdauer (P = 0,61) (Abb. 12c).

45



>

607
] o)
50+
2 401
& .
A 307
o A
E 203
zZ ]
— 10+
O_ Q I I I
0 4 8 12
Woche
B C
607 607
~ 507 .50
S 7 X
+ 40+ 9) \_'_/40__
D ©
g 307 Q 307
3 S ]
L 20 . 20+
= <
10- = 104
0- 0-

Woche

Abbildung 12. Prozentualer Anteil von Tumornekrosefaktor-a (TNFa) positiven
CD3+ (A), CD4+ (B) und CD8+ (C) T-Lymphozyten bei Patienten mit Morbus
Behget im Verlauf unter einer Therapie mit Interferon-a2a (IFNa). Die

Querbalken indizieren den Median.
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4.2.3 Produktion von IL 4 bei Patienten mit M. Behcet unter einer
Therapie mit IFNa

Die IL 4 Produktion durch T-Lymphozyten von MB-Patienten &nderte sich nicht
unter der Therapie mit IFNa. Die mediane IL 4 Produktion der CD3+-T-Zellen
vor Therapiebeginn betrug 1,86%, nach Woche 4 2,16% und nach Woche 12
2,43% (Abbildung 13a).

In der CD4+-T-Zellpopulation konnte kein Unterschied der medianen IL 4
Produktion unter Therapie mit IFNa festgestellt werden (vor Therapie: 0,69%,
Woche 4: 0,98%, Woche 12 1,25%; Abbildung 13b). Bei der statistischen
Berechnung der p-Werte der CD3+- und CD4+-Populationen wurde der Patient
als fester Faktor angenommen, da die Varianzkomponente des zufélligen
interindividuellen Effektes sonst auf einen Wert unter Null geschatzt worden

ware.

Es bestand ebenfalls kein Unterschied in der IL 4 Produktion der CD8+ T-Zellen
vor und unter Therapie mit IFNa. Die Produktion betrug im Median 0,87% vor
Therapiebeginn, 0,74% nach 4 Wochen und 1,78% nach 12 Wochen
Behandlungsdauer (P = 0,73) (Abbildung 13c).
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Abbildung 13. Prozentualer Anteil von Interleukin-4 (IL 4) positiven CD3+ (A),
CD4+ (B) und CD8+ (C) T-Lymphozyten bei Patienten mit Morbus Behcget im
Verlauf unter einer Therapie mit Interferon-a2a (IFNa). Die Querbalken

indizieren den Median.
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Tabelle 5. Intrazellulare Produktion von Interleukin-2 (IL 2), Interferon-y (IFNy),
Tumornekrosefaktor-a (TNFa) und Interleukin-4 (IL 4) durch CD3+, CD8+ und
CD4+ T-Zellen von zehn* Patienten mit Morbus Behcet (MB) vor (Woche 0) und
unter einer Therapie mit Interferon-a2a (Woche 4 und Woche 12). Dargestellt

sind die Mediane und in Klammern die Minimum- und Maximumwerte.

*IL 4 wurde bei finf MB-Patienten analysiert

Woche 0 Woche 4 Woche 12
CD3 | 6,65(0,3—13,1) | 16,2 (3,8 —24,1) 14 (7,1 —34,7)
IL2 CcD8 1,85(0,2-53) | 275(1,9-7,6) | 345(2,2-11,4)
CD4 39(0,1-89) [112(1,6—188)| 10,4 (3,7-23,)
CcD3 22,3(49-31,1) 26,8 (11,1 —43,1)| 24,85(9,9 —40,2)
IFNy cbD8 | 10,45(1,6-29,9) | 13.15(2,9-23) | 11,65 (4,7-17.,7)
CD4 56(0-16,5 | 12,2(8,1-20,6) | 126 (52-28,6)
CD3 22 (1 — 34,9) 21,1 (0-354) | 25,35 (11,7 —56)
TNFa | CD8 | 10,45(0,7-18,1) | 7,4 (0-12,1) 8,85 (2,5 — 16,6)
cD4 | 11,86(0,3-254) | 15,05(0-27,2) | 17,2(9,2-39,4)
cb3 |[1,86(0,16—-10,55)| 2,16 (0,11 -8,6) | 2,43 (0,23 -9,3)
IL 4* cb8 | 0,87 (0,08-9,53) [0,75(0,09-6,47)] 1,78 (0,35-4,2)
CD4 | 0,69 (0,15—-2,34) | 0,98 (0,04 — 5,6) 1,25 (0,1 = 5,1)
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5 Diskussion

In den vergangenen Jahren konnte in mehreren Fallberichten und klinischen
Studien beobachtet werden, dass eine Therapie mit IFNa bei aktivem Morbus
Behget (MB) eine auBerst effiziente Behandlung darstellt (Stibiger et al., 2001,
Alpsoy et al., 2002, Kétter et al., 2003, Kétter et al., 2004c). In einer kirzlich
verdffentlichten Ubersichtsarbeit wurde die bislang erschienene Literatur zur
IFNa Therapie bei MB zusammengefasst. Insgesamt wurden 338 MB-Patienten
systemisch mit IFNa Therapie behandelt, von denen 86% der Patienten mit
Haut- und Schleimhautbefall, 96% mit Arthritis und 94% mit Uveitis eine
partielle oder komplette Remission unter der Therapie zeigten (Kotter et al.,
2004a). Der genaue Wirkmechanismus von IFNa ist bislang weitgehend
ungeklart. Es gibt Studien hinsichtlich der immunologischen Effekte von IFNa,
die verschiedene Einflisse auf Lymphozytensubpopulationen und Monozyten
dargelegt haben (Aulitzky et al., 1991, Wejstal et al., 1992, Corssmit et al.,
1997, Su und David, 1999, Spets et al., 1998, Treusch und Koétter, 2001).
Untersuchungen des Zytokinprofils bei MB-Patienten unter einer IFNa Therapie
sind rar und dies ist die erste Studie, die das Verhalten intrazellularer Zytokine
unter einer IFNa Therapie beschreibt.

Die Durchflusszytometrie ist hierflir eine sowohl gut geeignete, als auch
spezifische Methode. Mittels Antikdrpermarkierungen kénnen die Zytokine
denjenigen Zellen zugeordnet werden, von denen sie tatsachlich produziert
werden. Zytokinanalysen im Serum durch ELISA beispielsweise, haben den
Nachteil, dass die zellulare Herkunft des gemessenen Zytokins unbekannt ist.
Es kann jedoch selbst bei der Durchflusszytometrie nicht ausgeschlossen
werden, dass die Stimulation in vitro nicht exakt das physiologische Verhalten
der T-Zellen in vivo reflektiert. Des Weiteren ist es nicht einfach, Arbeiten Uber
quantitative Zytokinanalysen zu vergleichen, da die Studienprotokolle meist
erheblich voneinander abweichen. Es werden unterschiedliche Methoden
verwendet, wie die Zytokinerfassung im Serum auf der einen und die
intrazellulare Zytokinbestimmung auf der anderen Seite. Oft werden
unterschiedliche Zellstimulantien eingesetzt und die Zellen unterschiedlich
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lange stimuliert. Baeten et al. berichteten von einer Abweichung der
intrazellularen Zytokinproduktion zwischen frisch isolierten und eingefrorenen
sowie wiederaufgetauten peripheren Blutlymphozyten (Baeten et al., 2004). Da
diese Differenz jedoch stabil bleibt, kann sie als systemischer Fehler bewertet
und vernachlassigt werden. Sicherlich gibt es auBerdem Unterschiede in der

Zusammensetzung der untersuchten Patientenkollektive.

5.1.1 Zytokinprofil bei Patienten mit Morbus Behcet

Eine unausgeglichene Expression von Th1- oder Th2-Zytokinen wird im
Tiermodell mit entzindlichen Veranderungen assoziiert und Vieles deutet
darauf hin, dass eine derartige Inbalance auch beim Menschen eine groBe
Rolle bei der Pathogenese von inflammatorischen Erkrankungen spielt. Der M.
Behget ist eine Krankheit, die hauptséachlich mit einem ausgepragten Th1-
Zytokinprofil in Verbindung gebracht wird (Sugi-lkai et al., 1998, Frassanito et
al., 1999, Freysdottir et al., 1999, Gul, 2001). In zahlreichen Untersuchungen
wurde eine Uberexpression von proinflammatorischen Zytokinen wie IFNy und
TNFa sowohl im Serum, als auch auf zellularer Basis beobachtet (Mege et al.,
1992, Sayinalp et al., 1996, Yamashita et al., 1996, Sugi-lkai et al., 1998,
Frassanito et al., 1999, Freysdottir et al., 1999, Hamazaoui et al., 2002).

IFNy ist bekannt als proinflammatorisches Zytokin, das bei Krankheiten mit
einem Th1-Profil erhéht ist und Th2-Zellen hemmen kann (Janeway et al.,
2002). Es ist bekannt, dass IFNy Antigenprasentierende Zellen (APC) aktiviert
und die  Thi-Differenzierung durch die Hochregulierung des
Transkriptionsfaktors T-bet férdert (Lighvani et al., 2001). In einer Studie von
Sugi-lkai et al. wurden CD4+ und CD8+ T-Zellen auf ihre IFNy Produktion
untersucht. Patienten mit MB hatten eine signifikant héhere Menge an
intrazellularem IFNy im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe und zu
immunsuppressiv behandelten Patienten (Sugi-lkai et al., 1998). Freysdottir und
Kollegen demonstrierten ebenso eine erhdhte IFNy Produktion im peripheren
Blut von Patienten mit aktivem MB (Freysdottir et al., 1999). In einer anderen
Arbeit fand sich IFNy in T-Lymphozyten von MB-Patienten erhéht und sank

unter einer immunsuppressiven Therapie (Frassanito et al., 1999). Hamazaoui
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et al. beschrieben eine Erhéhung von IFNy im Serum und in CD4+ T-Zellen von
Patienten mit aktivem MB, verglichen mit Patienten in Remission und gesunden
Probanden (Hamazaoui et al., 2002). Im Gegensatz zu diesen Arbeiten, die alle
eine Erhéhung des Th1-Zytokins IFNy beschrieben, beobachteten Raziuddin et
al. eine defiziente IFNy Produktion in stimulierten PBMC’s. Die Autoren
vermuteten entweder eine geringere Anzahl von IFNy produzierenden Zellen
oder eingeschrankte Funktion dieser Zellen bei MB. Da in dieser Studie zwar
eine Erhéhung der Th2-Zytokine IL 4, IL 10 und IL 13 gemessen wurde, aber
eine normale IL 2 Sekretion, wurde nahegelegt, dass der MB keine strenge
Th1- oder Th2-assoziierte Erkrankung sei, sondern vielmehr eine komplexe
Interaktion zwischen unterschiedlichen Zytokinen eine Rolle bei der
Pathogenese spiele (Raziuddin et al., 1998).

TNFa ist bekanntlich bei verschiedenen inflammatorischen, infektiésen,
malignen oder Autoimmunerkrankungen erhéht (Grunfeld und Palladino, 1990).
Mege et al. fanden TNFa in PBMC’s bei Patienten mit aktivem MB signifikant
erhdht und vermuteten, dass die Krankheitsaktivitat verantwortlich ist fir eine
direkte Aktivierung von zirkulierenden Monozyten und somit zu einer
Ausschittung von proinflammatorischen Mediatoren fihrt (Mege et al., 1993). In
einer anderen Arbeit wurde ebenfalls eine Uberproduktion von TNFa in PBMC'’s
von MB-Patienten festgestellt (Yamashita et al., 1997). Sayinalp et al.
untersuchten TNFa im Serum von MB-Patienten und beobachteten eine
Erhdhung, die den bestehenden inflammatorischen Prozess reflektierte
(Sayinalp et al., 1996). Freysdottir et al. wiesen mittels Durchflusszytometrie
nach, dass die Anzahl der yd-T-Zellen bei MB-Patienten im peripheren Blut
erhdht war und diese vermehrt TNFa produzierten (Freysdottir et al., 1999).

In Ubereinstimmung mit vorherigen Studien zeigten die Th1-Zytokine IFNy und
TNFa in dieser Arbeit ebenfalls eine Tendenz zu einer erhéhten intrazellularen
Expression in T-Lymphozyten. IFNy/CD3 bei MB-Patienten erwies sich im
Vergleich zu gesunden Probanden und zu Patienten mit SA als doppelt so
hoch. Eine Ausnahme dazu bildete das in CD4+ T-Zellen gemessene IFNy, das
nicht erhéht war (Abb. 7). Das von CD8+ T-Zellen produzierte TNFa war bei
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MB-Patienten intrazellular leicht erhéht (Abb. 8). Die Erhéhung dieser Zytokine
kénnte entweder an der Pathogenese des MB beteiligt, aber auch im Sinne

einer Immunantwort auf den inflammatorischen Prozess hochreguliert sein.

Im Gegensatz zu den erhdhten Zytokinen IFNy und TNFa, fand sich das
ebenfalls Th1-assoziierte Zytokin IL 2 sowohl bei den MB-Patienten, als auch
bei der SA-Kontrollgruppe im Vergleich zu den gesunden Probanden deutlich
erniedrigt (Abb. 5). Bislang gibt es nur wenige Studien, in denen IL 2 bei
Patienten mit MB untersucht wurde. In den meisten Arbeiten erfolgte die
Analyse von IL 2 im Serum und entweder waren keine Unterschiede zwischen
der IL 2 Aktivitat von MB-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen
festzustellen (Sakane et al., 1986, Sayinalp et al., 1996, Raziuddin et al., 1998),
oder die Autoren beschrieben erhdhte IL 2 Spiegel (Sugi-lkai et al.,, 1998,
Frassanito et al., 1999). Raziuddin et al. stellten eine normale IL 2 Produktion in
PBMC’s mittels ELISA fest (Raziuddin et al., 1998). Sayinalp et al. ermittelten
normale IL 2 Werte im Serum, fanden jedoch den léslichen IL 2-Rezeptor bei
Patienten mit MB erhéht (Sayinalp et al., 1996). Sakane et al. hingegen fanden
trotz normalen IL 2 Werten im Serum eine verminderte IL 2 Antwort, der sowohl
eine verringerte Anzahl von T-Zellen mit IL 2 Oberflachenrezeptoren, als auch
eine verringerte IL 2 Rezeptorendichte zugrunde lag. Die eingeschrankte IL 2
Antwort bei MB-Patienten kdnnte ein intrinsischer Defekt sein und somit zu der
geschwachten Immunfunktion, die bei dieser Erkrankung beobachtet wird,
beitragen (Sakane et al., 1986).

Sugi-lkai et al. untersuchten IL 2 im Zytoplasma mittels intrazellularer
Antikdrperfarbung und Durchflusszytometrie. Sie fanden eine erhéhte IL 2
Produktion bei MB-Patienten (Sugi-lkai et al., 1998). Frassanito et al.
untersuchten IL 2 in CD3-Lymphozyten und beobachteten ebenfalls einen
erhdhten Prozentsatz in Patienten mit aktivem MB im Vergleich zu Patienten in
Remission und zu gesunden Personen (Frassanito et al., 1999). Die Diskrepanz
zwischen der erh6ht gemessenen Produktion von IL 2 in diesen beiden Arbeiten
und der erniedrigten IL 2 Produktion von MB-Patienten in der vorliegenden
Studie kann verschiedene Ursachen haben. Obwohl die IL 2 Expression von T-
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Zellen in allen Arbeiten mit dem Durchflusszytometer erfasst wurde, stimmt die
Methodik nicht exakt Uberein. Zum einen wurde in der Untersuchung von Sugi-
Ikai et al. eine andere Zellstimulanz verwendet. Sugi-lkai et al. stimulierten ihre
PBMC’s mit monoklonalen Antikdrpern gegen CDS3, in dieser Studie hingegen
erfolgte die Zellstimulation mit PMA und lonomycin. Zum anderen waren die
Stimulationszeiten unterschiedlich lang. Sugi-lkai et al. stimulierten ihre Zellen
sechs Stunden, Frassanito et al. funf Stunden und in dieser Arbeit wurden die
T-Lymphozyten 48 Stunden mit den Stimulantien inkubiert (Sugi-lkai et al.,
1998). In der Arbeit von Frassanito et al. erhielten auBerdem fast alle Patienten
mit aktivem MB eine immunsuppressive Therapie (11 von 14 Patienten
erhielten Prednisolon, Methotrexat, Azathioprin oder Colchizin), die sich
betrachtlich auf das Zytokinsystem und die Expression von IL 2 ausgewirkt
haben kann (Frassanito et al., 1999).

Zytokine sind Teil einer komplexen Kaskade im Immunsystem. Sie haben
bedeutende Funktionen in der Entwicklung, Differenzierung und Regulierung
von immunkompetenten Zellen. Es wird daher angenommen, dass eine
fehlerhafte Regulierung der Zytokinproduktion und der Zytokinaktivitat eine
zentrale Rolle bei der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen einnimmt.
Uberraschenderweise hat ein Eingriff in das Zytokinsystem nicht
notwendigerweise den erwarteten Effekt. Zytokine, von denen bislang
angenommen wurde, dass sie ausschlieBlich fir das Zustandekommen einer
Immunantwort und fir inflammatorische Prozesse verantwortlich sind, zeigen
unerwartete immunsuppressive Wirkungen. Aus diesem Grund ist es vielleicht
vereinfacht Zu sagen, dass proinflammatorische Zytokine
Autoimmunerkrankungen verursachen, wohingegen regulierende Zytokine
diese unterdriicken. Ein Beispiel hierfir ist das Th-1 Zytokin IL 2. Horak et al.
untersuchten IL 2 und IL 2-Rezeptor Knock-out-M&use. Aufgrund der bekannten
proliferativen Wirkung von IL 2 auf Lymphozyten, ware ein immundefizienter
Phanotyp der Mause zu erwarten gewesen. Stattdessen entwickelten die
Mause eine Hyperplasie der Lymphozyten und produzierten eine groBe Menge
an verschiedenen Autoantikdrpern. Innerhalb von zwei Monaten verstarb die

Halfte der Mause an einer autoimmunhamolytischen Anamie, die andere Halfte
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entwickelte eine chronisch entzliindliche Darmerkrankung. Interessanterweise
konnte die Pathologie durch die Gabe von exogenem IL 2 und IL 2
produzierenden Lymphozyten aufgehoben werden (Horak et al., 1995, Refaeli
et al., 1999). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass IL 2 eine bedeutende
Rolle bei der Erhaltung der peripheren Toleranz spielt. Es gibt mehrere
Mechanismen durch die IL 2 Einfluss auf die periphere Toleranz nimmt. Ein
Wirkmechanismus ist die Fahigkeit zur Induktion der Fas-abhangigen Apoptose
(Lenardo et al., 1991). Ein weiterer Mechanismus ist der Einfluss von IL 2 auf
CD4+CD25+ T-Zellen, die als regulatorische Zellen vermutlich
Autoimmunkrankheiten  verhindern kénnen (Janeway et al.,, 2003).
CD4+CD25+-Zellen fehlen in IL 2 defizienten Mausen und tragen somit
maoglicherweise zur Pathogenese von Autoimmunkrankheiten in IL 2 Knock-out-
Mausen bei (Wolf et al., 2001). Des Weiteren gibt es Hinweise auf die
Notwendigkeit von IL 2 zur Differenzierung von CD4-Zellen in IL 4
produzierende Th2-Zellen (Horak et al., 1995, Skapenko et al., 2001).
Offensichtlich existieren mehrere Mechanismen, mit denen IL 2 aktivierte T-
Zellen und Immunantworten negativ regulieren kann und die Abwesenheit des
Zytokins scheint von Autoimmunkrankheiten begleitet zu sein (O’Shea et al.,
2002).

5.1.2 Zytokinprofil bei Patienten mit Spondylitis ankylosans

Spondylitis ankylosans (SA) ist eine weitere komplexe Erkrankung, die mit
einem HLA-Klasse-I-Antigen assoziiert ist (HLA B27). Die Pathogenese ist
weitgehend ungeklart, es gibt jedoch Hinweise, dass ein gestoértes
Zytokingleichgewicht  eine bedeutende Rolle in der Entstehung dieser
Erkrankung spielt. In der vorliegenden Arbeit war die intrazellulare Produktion
von IL 2 bei Patienten mit SA gegenliber der gesunden Kontrollgruppe deutlich
erniedrigt. Die Expression der Th1-Zytokine IFNy und TNFa hingegen lie3 keine
Unterschiede zwischen den SA-Patienten und den gesunden Probanden

erkennen.

Ubereinstimmend mit den vorliegenden Ergebnissen beschrieben die meisten
Autoren in ihren Arbeiten entweder keine Veranderung, oder aber eine

55



Erniedrigung der Thi-Zytokine IL 2, IFNy und TNFa bei Patienten mit
Spondylitis ankylosans (Toussirot et al., 1994, Rudwaleit et al., 2001b, Van
Damme et al., 2001, Vazquez et al., 2002, Zou et al., 2002a). Eine Ausnahme
bildete eine Studie von Gratacos et al., die IFNy und TNFa im Serum von SA-
Patienten untersuchten und eine normale IFNy Serumkonzentration und
erhéhte Werte fir TNFa fanden. Als Kontrollen dienten jedoch keine gesunden
Individuen, sondern Patienten mit rheumatoider Arthritis und Patienten mit
nicht-inflammatorischen Rickenschmerzen. Die Zytokinbestimmung im Serum
statt auf zellularer Basis, sowie die fehlende gesunde Kontrollpopulation
machen den Vergleich zu dieser Arbeit nahezu unmdéglich (Gratacos et al.,
1994). Vazquez-Del Mercado et al. verglichen die intrazellulare TNFa
Produktion von PBMC’s von 27 Patienten mit AS mit gesunden Kontrollen und
beobachteten keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Vazquez-Del
Mercado et al., 2002). In einer Arbeit von Rudwaleit et al. wurde eine erniedrigte
T-Zell-Produktion der Th1-Zytokine IFNy und TNFa bei Patienten mit HLA B-27
positiver SA beschrieben (Rudwaleit et al., 2001b). Toussirot et al. bemerkten
interessanterweise eine signifikante Erniedrigung des I8slichen IL 2 Rezeptors
und eine nicht-signifikante Erhéhung von TNFa im Serum von SA-Patienten
(Toussirot et al., 1994). Eine andere Arbeitsgruppe untersuchte IL 2 sowohl in
peripheren T-Zellen, als auch in T-Zellen der Darmmukosa von SA-Patienten
und konnte in beiden Studien eine verringerte intrazellulare IL 2 Expression
beobachten (Baeten et al., 2000, Van Damme et al., 2001). Des Weiteren
beschrieben sie eine Korrelation zwischen dem erniedrigten Zytokin IL 2 und
einer hohen Krankheitsaktivitdt, die durch die Entziindungsparameter C
reaktives Protein und der Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit evaluiert

wurde (Van Damme et al., 2001).

Zusammengefasst deuten diese Studien auf ein Th1/Th2-Ungleichgewicht hin,
das sich nicht nur im peripheren Blut manifestiert, sondern auch in T-Zellen der
Darmmukosa von Patienten mit SA. Diese Beobachtungen passen zu der
Hypothese, dass eine verringerte Thi-Antwort eine Schllsselrolle bei der
Pathogenese der SA spielt. Eine pathologische IL 2 Immunantwort durch eine

geringere IL 2 Rezeptorenzahl und eine erniedrigte intrazellulare IL 2
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Produktion kénnte Ursache einer Schwéachung der peripheren Toleranz sein.
Diese Abwehrschwéche kann beispielsweise zur Persistenz von intrazellularen
Bakterien fihren, die sowohl eine Entzindung als auch eine
Autoimmunreaktion auslésen kénnen (Sieper und Braun, 1995). Die
Behandlung solcher Patienten mit TNFa-Antagonisten zeigte eine
Wiederherstellung des Th1/Th2-Profils (Baeten et al., 2000, Baeten et al., 2001,
Zou et al., 2002b). Zou et al. untersuchten die Expression von IFNy, TNFa und
IL 4 in peripheren T-Lymphozyten von 10 SA-Patienten vor und unter einer
Therapie mit Etanercept, einem Fusionsprotein aus humanem TNFa-Rezeptor
und dem Fc-Anteil eines IgG1. Etanercept induzierte einen signifikanten Anstieg
von IFNy und TNFa, der von einer klinischen Verbesserung der Symptomatik
begleitet wurde. Das Th2-Zytokin IL 4 &nderte sich nicht unter der Therapie
(Zou et al., 2003). In einer weiteren Arbeit wurden intrazellulare Zytokine (IFNy,
IL 2, IL 10, IL 4) bei Patienten mit aktiver Spondylarthropathie vor und nach
Therapie mit dem TNFa-Inhibitor Infliximab untersucht. Eine vor Therapie
geschwéachte Produktion von Thi-Zytokinen konnte durch Infliximab
wiederhergestellt werden. 21 Patienten mit einer aktiven Spondylarthropathie
(10 Patienten mit SA, 9 Patienten mit Psoriasis-Arthritis und 2 Patienten mit
undifferenzierter Spondylitis) wurden auf das intrazelluldre Zytokinprofil der
CD3+ T-Zellen untersucht. Die Anzahl der IL 10 produzierenden Zellen war
signifikant erh6ht, wohingegen die Th1-Zytokine IFNy und IL 2 im Gegensatz zu
den gesunden Kontrollen erniedrigt waren. Bei der IL 4 Produktion waren keine
Unterschiede erkennbar. Unter dem Einfluss des TNFa-Inhibitors Infliximab
stieg die Produktion der beiden Th-1 Zytokine IFNy und IL 2 an, bei den Th-2
Zytokinen IL 10 und IL 4 konnte kein Unterschied festgestellt werden (Baeten et
al., 2001). In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls eine signifikante
Erniedrigung der IL 2 Produktion in T-Zellen von Patienten mit SA festgestellt
werden. Zusatzlich zeigte die Zytokinanalyse von IL 2 bei Patienten mit M.
Behcet gleichermaBen eine erniedrigte intrazellulare Produktion im Vergleich
zur gesunden Kontrollgruppe. Im Gegensatz zu Baeten et al. wurden keine
Unterschiede in der intrazellularen Produktion von IFNy, TNFa und IL 4 bei SA-

Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen festgestellt. Die Ursache fir die
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Unterschiede in der IFNy Produktion kdénnte an der unterschiedlich langen
Stimulationszeit liegen (6 Stunden bzw. 48 Stunden). Des Weiteren
beschrieben Baeten et al. eine hdéhere Krankheitsaktivitat der untersuchten

Patienten zum Zeitpunkt der Blutentnahme.

5.1.3 Einfluss von IFNa auf das Zytokinprofil bei Patienten mit
Morbus Behcet

In der vorliegenden Studie konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die
Therapie von aktivem MB mit IFNa einen Anstieg des von T-Zellen produzierten
IL 2 induziert. Das Th1-Zytokin IL 2 war bei den Patienten mit MB vor Therapie
im Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe erniedrigt und stieg nach 4
Wochen Therapie deutlich an. In Woche 12 war die intrazellulare IL 2
Produktion noch nahezu gleich hoch wie in Woche 4. Die Expression von IL 2 in
Woche 4 nach Therapiebeginn war etwas héher als die IL 2 Expression der
gesunden Probanden. Nach einer medianen IFNa Dosisreduktion von 6 Mio/E
auf 4,5 Mio/E vor der Messung in Woche 12, glich sich die IL 2 Produktion der
MB-Patienten den gesunden Probanden an (Abb. 5, 10). Die Behandlung mit
IFNa und der resultierende Anstieg von IL 2 ging mit einer bemerkenswerten
Besserung der okuldren Vaskulitis und anderer Krankheitssymptome einher.
Die Augenbeteiligung wurde anhand des Uveitis scoring systems erfasst, mit
welchem die Sehschérfe, die Kataraktprogression und die Entzlindungsaktivitat
der vorderen und hinteren Kammer beurteilt wurde (BenEzra et al., 1991).
Andere Krankheitsmerkmale wurden mit dem Behcet’'s disease activity scoring
system erfasst (Rigby et al., 1995). Interessanterweise war die Produktion von
IL 2 durch CD3- und CD4-Lymphozyten bei der SA-Kontrollgruppe ahnlich
vermindert wie die IL 2 Expression der MB-Patienten vor Therapiebeginn (Abb.
5a, 5¢, 9a-c).

Das von CD4+ Lymphozyten produzierte IFNy der MB-Patienten reagierte
ebenfalls mit einem signifikanten Anstieg auf die Therapie (Abb. 11b). Die
Produktion vor Therapie war vergleichbar mit der IFNy Produktion von CD4+ T-
Zellen der gesunden Kontrollgruppe und stieg unter Therapie auf das etwa
dreifache des Ausgangswertes. Es ist bekannt, dass IFNa die Menge der IFNy
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MRNA in humanen CD4-Zellen steigert (Brinkmann et al., 2001). Die IFNy
Produktion der CD3- und CD8-Population bei Patienten mit MB war vor
Therapiebeginn tendenziell erhdéht (Abb. 7a, 7c). Im Verlauf der Therapie
anderte sich die Produktion von IFNy bei diesen Zellpopulationen nicht (Abb
11a, 11c). IFNy vermittelt nicht nur bestimmte Krankheiten, sondern dient in
Autoimmunmodellen auch als protektiver Faktor (O’Shea et al., 2002). Ein
maoglicher Mechanismus ist die Anregung von Proteinen, die zur SOCS-Familie
gehdéren und als klassische Feedback-Inhibitoren dienen (Gadina et al., 2001).
Somit steht der Anstieg von IFNy in CD4+ T-Zellen unter einer Therapie mit
IFNa nicht notwendigerweise im Gegensatz zur klinischen Wirkung von IFNa.
TNFa war vor Therapie bei der CD8+-Zellpopulation tendenziell erhéht und
blieb unverandert unter dem Einfluss von IFNa (Abb. 8c, 12a-c). Zwischen der
TNFa und der IFNy Produktion der SA-Patienten und den gesunden Probanden
gab es keine Unterschiede (Abb. 7, 8). IL 4 wurde nur bei jeweils flinf Patienten
und Probanden untersucht und erreichte méglicherweise aufgrund dieser
geringen Fallzahl keine Signifikanz.

Experimente Uber den Einfluss einer IFNa Therapie auf Zytokine speziell bei
MB gibt es bislang kaum. Kosar et al., untersuchten das Th1-Zytokin IL 2 und
den IL 2 Rezeptor im Serum von 22 MB-Patienten vor und nach Behandlung mit
IFNa, konnten jedoch keinen Unterschied wahrend der Therapie und im
Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe feststellen. Das ebenfalls
untersuchte TNFa war vor Therapie bei den MB-Patienten erhéht und sank
unter der Behandlung (Kosar et al., 1999). Es bedarf weiterer Untersuchungen,
die vor allem Zytokine auf zellularer Basis im Verlauf unter einer Therapie mit
IFNa bei MB berticksichtigen.

5.1.4 Einfluss von IFNa auf das Zytokinprofil bei verschiedenen
Krankheiten

Interferone waren zunachst bekannt far ihre Fahigkeit, die virale Replikation und

Produktion zu hemmen. Vielfaltige immunmodulatorische Effekte wurden spater

beschrieben. Inzwischen wird IFNa bei Krankheiten mit unterschiedlicher
Pathogenese wie der chronischen Hepatitis B + C, dem malignen Melanom, der
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Chronisch  myeloischen Leuk&dmie, der Haarzelleukdmie und dem
Karposisarkom eingesetzt (Hall, 1990, Langford und Sneller, 2003).

Der Wirkmechanismus ist noch nicht vollstandig geklart, es werden jedoch
verschiedene  Effekte auf das Immunsystem  diskutiert.  Mehrere
Untersuchungsergebnisse deuten auf einen Eingriff von IFNa in die
Zytokinkaskade und das T-Zellsystem hin (Belardelli und Gresser, 1996, Tilg
1997, Beignon et al., 2003). IFNa stimuliert Th1-Zellen, die vorwiegend IL 2 und
IFNy exprimieren. Brinkmann et al. beobachteten eine erhéhte Anzahl von IFNy
sezernierenden CD4+-T-Zellen unter IFNa (Brinkmann et al., 1993). Weiterhin
zeichnete sich eine Unterdriickung von Th2-Zytokinen wie IL 4 ab (Brinkmann
et al., 1993, Belardelli und Gresser, 1996). Zusammengefasst sprechen diese
Ergebnisse dafiir, dass IFNa eine groBe Rolle bei der T-Zelldifferenzierung in
Richtung einer Th1-Immunantwort spielt, was bei der Behandlung von viralen
Infektionen und Th2-dominierten Krankheiten, wie der Colitis ulcerosa und dem
Asthma bronchiale von Bedeutung sein kénnte (Gutterman, 1995, Wills-Karp et
al., 1998, Heller et al., 2003). Zu dieser These passt, dass Th1-assoziierte
Krankheiten wie die Psoriasis durch eine IFNa Therapie verschlechtert werden
oder sich gar zum ersten Mal manifestieren kénnen (Belardelli und Gresser,
1996, Kotter et al., 2003).

Eine andere Mdglichkeit die Wirkung von IFNa auf verschiedene Krankheiten zu
erklaren, ist die Fahigkeit zur Induktion der Fas-abhangigen Apoptose.
Aktivierte Lymphozyten werden unter dem Einfluss von IFNa eliminiert und
kénnen so ihre inflammatorische Wirkung nicht mehr austben (Aulitzky et al.,
1991, Kaser et al., 1999). Das Potential, die Apotose von aktivierten T-Zellen zu
induzieren, kdnnte die Wirksamkeit von IFNa auf Th1-assoziierte Erkrankungen
wie der Multiplen Sklerose erklaren (Kaser et al., 1999). Beide
Wirkmechanismen kénnten flr den beobachteten positiven Effekt einer IFNa
Therapie bei Patienten mit MB verantwortlich sein. Sowohl die
Wiederherstellung einer suffizienten IL 2 Synthese, als auch die
Apoptoseinduktion von aktivierten T-Zellen kann zur klinischen Besserung der

Krankheitssymptome beitragen.
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In verschiedenen Studien, in denen der Einfluss einer IFNa Therapie auf
Zytokine bei Krankheiten wie der chronischen Hepatitis C, der chronischen
myeloischen Leukamie und der idiopathischen thrombozytopenischen Purpura
untersucht wurde, zeigte sich in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit
ein Anstieg von IL 2 nach Therapiebeginn (Crossley et al., 1996, Czerwionka et
al., 2000, Reuben et al.,, 2000). Reuben et al. untersuchten PBMC’s von
Patienten mit chronisch myeloischer Leukamie auf intrazellulares IL 2 und
fanden eine erhdhte IL 2 Produktion bei Patienten, die mit IFNa behandelt
wurden und sich daraufhin in Remission befanden. Ebenso wie bei den MB-
Patienten war die IL 2 Expression von CD8- und CD4-positiven T-Lymphozyten
vor Therapiebeginn erniedrigt (Reuben et al., 2000). Crossley et al. stellten
ahnliche Ergebnisse in einer Arbeit fest, in der der Einfluss von IFNa auf
intrazellulares IL 2 bei Patienten mit idiopathischer thrombozytopenischer
Purpura beschrieben wurde. Das vor IFNa Therapie erniedrigte Zytokin stieg

unter Therapie an (Crossley et al., 1996).

Grund fir den mehrfach beobachteten IL 2 Anstieg kdnnte eine indirekte
Wirkung von IFNa auf T-Lymphozyten sein. Von IFNa stimulierte Makrophagen
sezernieren IL 1, welches zusammen mit dem MHC-II-Antigenkomplex T-
Helfer-Zellen aktiviert. Die Kaskade fiihrt zur Proliferation und zur Bildung eines
T-Helfer-Zell-Klons, der unter anderem IL 2 ausschiattet (Hall, 1990).
Zusammengefasst spricht Einiges daflr, dass die Besserung der klinischen
Symptome bei Morbus Behget und anderen Erkrankungen unter einer Therapie
mit IFNa auf die Wiederherstellung einer suffizienten IL 2 Synthese

zurickzufihren sein kdnnte.

Im Verlauf der Therapie mit IFNa fiel auf, dass die IFNy Produktion der CD3-
und CD8-positiven T-Zellen bereits vor Beginn der Therapie tendenziell erhéht
war und nicht weiter anstieg. Die intrazellulare IFNy Expression von CD4+ T-
Lymphozyten der MB-Patienten hingegen war vor der Therapie vergleichbar mit
den gesunden Probanden und stieg jedoch in Woche 4 signifikant an und war in
Woche 12 ebenso erhdéht messbar (Abb. 11b).
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In verschiedenen Arbeiten (ber eine IFNa Therapie bei viralen und
hamatologischen Erkrankungen reagierte IFNy gleichermaBen mit einem
Anstieg (Crossley et al., 1996, Reuben et al., 2000, Hempel et al., 2001, Aswald
et al., 2002). Brinkmann et al. untersuchten T-Zellen von gesunden Individuen
nach In-vitro-Stimulation mit IFNa und beobachteten einen Anstieg von IFNy
MRNA. Daraufhin erhéhten sich die CD4+ T-Zellen und das von ihnen
sezernierte IFNy um das zehnfache (Brinkmann et al., 1993). Crossley et al.
beschrieben einen Anstieg von IFNy in PBMC’s von Patienten mit
idiopathischer thrombozytopenischer Purpura. Im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe war das Zytokin vor der Therapie erniedrigt (Crossley et al.,
1996). In einer weiteren Studie, in der T-Zellen von 81 Patienten mit einer
chronisch myeloischen Leuk@mie untersucht wurden, konnte ebenfalls eine
erhéhte IFNy Produktion durch CD4+ T-Lymphozyten bei Patienten, die sich
unter einer IFNa Therapie in Remission befanden, festgestellt werden.
Patienten, die sich in einer akuten Phase der Erkrankung befanden, zeigten
eine geringere IFNy Produktion als Patienten in Remission und gesunde
Probanden (Reuben et al.,, 2000). Aswald et al. beschrieben die gleiche
Wirkung von IFNa auf PBMC’s von Patienten mit einer chronisch myeloischen
Leukdmie (Aswald et al., 2002). In einer anderen Arbeit Uber Zytokine unter
einer IFNa Therapie bei Patienten mit chronischer Hepatitis C, reagierte das
von PBMC’s produzierte Th1-Zytokin IFNy, unabhangig von der klinischen
Wirkung, mit einer Erhdéhung auf die Behandlung mit IFNa (Hempel et al.,
2001). Diese Ergebnisse machen noch deutlicher, dass die Anwendung von
IFNa zu einer T-Zelldifferenzierung in Richtung eines Th1-Profils flhrt. Die IFNy
Produktion von CD4+ T-Zellen wird verstdrkt und koénnte somit den
suppressiven Effekt von IL 4 auf IFNy antagonisieren (Brinkmann et al., 1993,
Tilg, 1997). Weitere Untersuchungen der intrazelluldren Zytokine unter einer
Therapie mit IFNa, speziell beim MB werden bendtigt, um die bisherigen

Beobachtungen zu festigen.
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5.1.5 Schlussfolgerung

Es gibt Hinweise darauf, dass die IL 2 Produktion durch CD3+/CD4+ T-
Lymphozyten sowohl bei MB-Patienten, als auch bei Patienten mit SA erniedrigt
ist und durch effektive Therapie wiederhergestellt werden kann (IFNa2a bei MB,
bzw. Infliximab bei SA). Es ist zu frth um sagen zu kdnnen, dass diese
Ergebnisse auf eine Gemeinsamkeit in der Pathogenese beider HLA-I-
assoziierten Erkrankungen hindeuten, oder ob es sich nur um ein sekundares
Phanomen einer effektiven Therapie handelt und sich darin die Remission der
Erkrankungen wiederspiegelt.
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6 Zusammenfassung

Der Morbus Behget (MB) ist eine Multisystemerkrankung mit bis heute
ungeklarter Pathogenese. Charakteristisch ist der Symptomenkomplex aus
Haut- und Schleimhautlasion (Hautvaskulitis, oraler und genitaler Aphtose) und
okularer Entziindung. Das Hauptproblem stellt die okulare Beteiligung mit einer
Uveitis beziehungsweise retinalen Vaskulitis dar, die in ca. 50% der Félle zur
konsekutiven Erblindung flhrt. Bislang besteht die Standardtherapie des MB
aus Immunsuppressiva wie Azathioprin, Cyclosporin A, Cyclophosphamid und
Glukokortikosteroiden.  Jingere  Studien fokussieren sich auf die
immunmodulatorische Therapie mit Interferon-a (IFNa), einem kérpereigenen
Zytokin, das die Erkrankung erheblich zu verbessern scheint. IFNa wirkt
immunmodulatorisch, antiviral und antiproliferativ und wird bereits erfolgreich
bei verschiedenen Erkrankungen wie der Hepatitis B + C, der CML, dem
malignen Melanom und dem AIDS-assoziierten Kaposi-Sarkom eingesetzt. Der
genaue Wirkmechanismus ist unbekannt, verschiedene Studien lassen jedoch
eine Th1-Antwort mit erhéhter Expression von Th1-Zytokinen wie IL 2 und IFNy
unter einer IFNa Therapie erkennen.

Ziel der Arbeit war, den Einfluss einer IFNa2a Therapie auf die intrazellularen
Zytokine Interleukin 2 (IL 2), Interferon y (IFNy), Tumornekrosefaktor a (TNFa)
und Interleukin 4 (IL 4) bei Patienten mit MB mittels Durchflusszytometrie
(FACS) zu untersuchen. Es wurden mononukleare Zellen des peripheren Blutes
(PBMC) von 10 Patienten mit MB, die aufgrund einer schweren
Augenbeteiligung erstmalig eine Therapie mit IFNa2a erhielten, analysiert. Die
Untersuchungen erfolgten vor Beginn der Therapie, nach Woche 4 und Woche
12. Als Kontrollgruppen dienten jeweils 10 gesunde Probanden und 10
Patienten mit HLA B27 positiver Spondylitis ankylosans (SA). Dieser Vergleich
wurde aufgrund einiger Gemeinsamkeiten beider Erkrankungen, wie der
Assoziation mit einem HLA-Klasse-I-Antigen, der ahnlichen Symptomatik und

dem Ansprechen auf eine immunmodulatorische Therapie vorgenommen.
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Die mediane intrazellulare IL 2 Produktion durch CD3+ und CD4+ T-
Lymphozyten sowohl der MB-Patienten vor Therapiebeginn, als auch der SA-
Patienten war im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe deutlich erniedrigt (p =
0,02 bzw. p = 0,007). Die Anzahl der IFNy produzierenden CD3+ T-Zellen
unbehandelter MB-Patienten war im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
und zu SA-Patienten erhéht (p = 0,05). Unter der Therapie mit IFNa stieg das
zuvor erniedrigte intrazellulare IL 2 im Median in allen T-Zellsubpopulationen
signifikant an (p <0,001). Das von CD4+ T-Lymphozyten produzierte IFNy stieg
ebenfalls signifikant unter der IFNa Therapie (p = 0,002). TNFa + und IL 4+ T-

Lymphozyten blieben unverandert.

Aufgrund der erniedrigten IL 2 Produktion sowohl der MB-Patienten, als auch
der Patienten mit SA ist es denkbar, dass Gemeinsamkeiten bei der
Pathogenese dieser beiden HLA-Klasse-l-assoziierten Erkrankungen bestehen.
Es gibt Hinweise darauf, dass IL 2 eine bedeutende Rolle bei der Erhaltung der
peripheren Toleranz spielt und die Abwesenheit des Zytokins scheint von
Autoimmunkrankheiten begleitet zu sein. IFNa reguliert das zuvor erniedrigte IL
2 in den CD3+, CD8+ und CD4+ T-Zellen der MB-Patienten hoch. Die
Wiederherstellung einer suffizienten IL 2 Synthese unter einer Therapie mit
IFNa und die vermutliche Restauration der peripheren Toleranz kdnnte ein
relevanter Mechanismus sein, um die klinische Wirksamkeit dieser Therapie zu

erklaren.

Der Anstieg des von CD4+ T-Lymphozyten produzierten IFNy unter einer
Therapie mit IFNa kdnnte ebenfalls die klinische Wirkung erklaren. Das Th1-
Zytokin IFNy vermittelt nicht nur bestimmte Erkrankungen, sondern zeigte sich
in  Autoimmunmodellen als protektiver Faktor und steht somit nicht
notwendigerweise im Gegensatz zur Annahme dass MB eine Th1 induzierte
Erkrankung ist. Sicherlich spielt eine komplexe Interaktion unterschiedlicher
Zytokine eine Rolle sowohl bei der Pathogenese von MB als auch bei der

Wirksamkeit einer IFNa Therapie.
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