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Einleitung

1. EINLEITUNG
1.1. Definition und Diagnose des M. Behget
1.1.1. Definition des M. Behget

Der M. Behget ist eine chronisch inflammatorische Systemerkrankung, die,
ausgehend von einer leukozytoklastischen Vaskulitis, Blutgefalie jeglicher Gro-
Re betreffen kann (Michealson und Chisari et al. 1982). Erstmalig als eigene
spezifische Krankheitsentitat wurde der M. Behcget bereits von Hippokrates im
antiken Griechenland des funften Jahrhunderts vor Christus (Friegenbaum et al.
1956 ) beschrieben.

Eine genauere Charakterisierung der Symptome geht auf Beobachtungen von
Shigita (Shigita 1924), Adamantis (Adamantis 1931) und Whitwell (Whitwell
1934) zu Beginn des 20. Jahrhunderts zurlick. Zum Namensgeber des Krank-
heitsbildes wurde der turkische Dermatologe Hulusi Behget. Er beschrieb die
Krankheit auf Grund seiner Beobachtungen an zwei Patienten als eine Triade
aus rezidivierend auftretenden oralen und genitalen Aphthen (Schleimhautlasi-
onen), sowie einer Uveitis (Entzindung der vorderen Augenkammer) mit Hypo-
pyon (Eiteransammlung in der Augenvorderkammer) (Behcet 1937). Eine re-
tinale Vaskulitis am Auge kann ohne Behandlung rasch zur Erblindung flhren.
Der dem Krankheitskreis der Vaskulitiden zuzurechnende M. Behcet aulRert
sich jedoch nicht nur in den bei fast jedem Patienten feststellbaren Schleim-
hautlasionen (Aphthen) und einer Augenbeteiligung, sondern kann sich mit
wechselnder Haufigkeit an vielen anderen Organen, wie den Gelenken, dem
Darm oder dem zentralen Nervensystem manifestieren.

Eine leukozytoklastische Vaskulitis steht dabei auch dort als anatomisches
Substrat im Vordergrund (Hamza et al. 1986).
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Abbildung 1:
A Orale Aphthen
(http://www.medizin.unituebingen.de/Patienten/Kliniken/Augenheilkunde/ Au-

genklinik/Uveitis_Sprechstunde/Morbus+Behcet.html)

B Uveitis mit Hypopyon
(http.//img.medscape.com/pi/emed/ckb/ophthalmology/1189694-1209595-
894tn.jpg)

1.1.2. Diagnose der Erkrankung

Die Pathogenese der Erkrankung ist weiterhin nicht geklart.

Es existiert daher noch kein pathognomonischer Labortest fir den sicheren
Nachweis eines M. Behget. Die Diagnosestellung erfolgt vorwiegend anhand
systemisch und okular erhobener klinischer Befunde (Bonfioli et al. 2005).

In den akuten Phasen der Erkrankung findet man meist im Blut laborchemisch
eine erhohte Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), ein erhdhtes C-reaktives
Protein (CRP), sowie eine Leukozytose (Sobel et al. 1977) als Zeichen akuter
Entzindung.

Bis ins Jahr 1990 wurden unterschiedlichste, international stark abweichende
Kriterien zur Diagnosestellung des M. Behget angewandt. Dies hatte problema-
tische Folgen insbesondere im Hinblick auf Vergleichbarkeit und Interpretation
internationaler Studien. Infolgedessen waren klinische und wissenschaftliche
Fortschritte zur Therapie des M. Behget erheblich erschwert. Eine international
renommierte Studiengruppe beschloss 1990 standardisierte Kriterien zur Diag-
nose des M. Behget vorzuschlagen, die im selben Jahr in der Fachzeitschrift
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The Lancet publiziert wurden und bis heute breite Anwendung finden (Internati-
onale Studiengruppe 1990).

Sie enthalten das Vorhandensein oraler Ulzeration plus zwei der folgenden
Symptome: Genitale Ulzeration, spezifisch definierte Augenlasionen oder einen
positiven Pathergietest (International Study Group for Behget's Disease 1990).

Abbildung 2:

A Pathergie Test

(http://www.medizin.uni-tuebingen.de/webim2/ images/behcet12.jpg)

B Genitale Aphten

(http://images.rheumatology.org/ image_dir/album75674/md_01-12-0046.jpg)

Der Pathergie Test ist als ein Diagnosekriterium des M. Behcget seit 1937 aner-
kannt (Blobner 1937). Seine Bedeutung wurde sowohl vom ,Behget’s Disease
Research Committee of Japan®, als auch von der ,International Study Group of
Behget's Disease” (Behget's Disease Research Committee of Japan 1972; The
International Study Group for Behget's Disease 1990) anerkannt. Letztere gibt
fur die Durchfuhrung des Tests an, dass eine 20-Gauge oder kleinere Nadel
intradermal, schrag unter sterilen Bedingungen in den gebeugten Unterarm
eingestochen werden soll. Nach 24 bis 48 Stunden soll die Stelle von einem
Arzt auf Entwicklung von Roétung, Papel oder Pustel kontrolliert werden (,The
International Study Group for Behget's Disease® 1990).
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Eine positive Pathergie Reaktion, die nach diesem Zeitraum zu den genannten
Effloreszenzen fuhrt, scheint fur den M. Behget spezifisch zu sein. Sie steht
nicht in Zusammenhang mit der klinischen Variabilitat oder der Auspragung der
Krankheit und lasst sich auch nur bei einem Teil der Patienten auslosen. Sie
wird jedoch meistens nur in der aktiven Phase der Krankheit beobachtet
(Chang et al. 2002).

Tabelle 1:
Hé&ufigkeit der unterschiedlichen Symptome von M. Behget Patienten in Japan,
Deutschland, Tiirkei und Griechenland (Sakane et al. 1999)

Japan Japan Deutschland Tiirkei Griechenland
1972 1991 1996 1993 1997
(N=2031) (N=3316) (N=130) (N=496) (N=64)
Symptom Prozentualer Anteil der Patien-
ten
Diagnostisch
Orale Ulzeration 96 98 98 100 100
Genitale Ulzerati- 72 73 79 77 78
on
Augenlasion 67 69 48 47 75
Hautlasion 83 87 73 78 94
Positiver Pather- 75 44 53 nicht erhoben 30
gie Test
Andere
Arthritis 54 57 59 47 48
Epididymitis 6 6 32 nicht erhoben 17
Gastrointestinale 25 16 nicht erhoben 5 3
Lasion
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ZNS Symptomatik 13 11 nicht erhoben 8 20

Vaskulare Lasio- 7 9 nicht erhoben 38 8
nen
Tabelle 2:

Diagnosekriterien des M. Behget

(nach der “International Study Group for Behget's Disease”)

Diagnosekriterien der ,International Study Group for Behget's
Disease‘ von 1990

rezidivierende orale Aphthose kleine oder grolRe aphthdse oder
herpetiforme Ulzerationen an der Mund-
schleimhaut, von einem Arzt oder Pati-
enten beobachtet, die mindestens drei-
mal in einer 12-monatigen Periode wie-
derkehren

plus 2 der folgenden Symptome:

rezidivierende genitale Lasionen aphthdse Ulzerationen oder Vernarbun-
gen an den Genitalien, von einem Arzt
oder Patienten beobachtet

Augenlasionen Uveitis anterior, Uveitis posterior oder
Zellen im Glaskérper bei der Spaltlam-
pen-Untersuchung oder retinale Vaskuli-
tis, von einem Ophthalmologen beobach-
tet

Hautlasionen Erythema nodosum, durch Arzt

oder Patient beobachtet, Pseudofollikuli-
tis oder

papulopustuldse Lasionen oder
akneiforme Kndtchen bei postadoleszen-
ten Patienten

ohne Steroidtherapie

10
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positiver Pathergie-Test intrakutaner Nadelstich mit einer 20 G
Kanulle am Unterarm (Innenseite)
abgelesen durch einen Arzt nach 24 - 48
Stunden

1.2. Epidemiologie des M. Behget

Patienten mit einem M. Behget finden sich vor allem entlang der ehemaligen
Seidenstralle. Die Pravalenz ist von Ostasien zum Mittelmeerraum (100-
1.000/1.000.000) verglichen mit jener bei Einwohnern GroRbritanniens oder
auch Nordamerikas (1-2/1.000.000) um ein Vielfaches erhoht (Suzuki Kurokawa
et al. 2004). Die hochste Pravalenz findet sich dabei in der Turkei. Auch eine,
wenngleich selten auftretende familiare Haufung in den endemischen Gebieten
ist beschrieben (Aolu K et al. 1978, Kotter et al. 2001).
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Abbildung 3:
Verlauf der Seidenstralle
(http://www.silkroadproject.org/Portals/0/images/lg_SilkRoadWallMap_color.jpg)

In Deutschland schatzt man die Haufigkeit des M. Behget auf etwa 6 Falle pro
1.000.000 Einwohner. Diese Haufigkeitsangabe ist aber wahrscheinlich falsch
niedrig, da der M. Behget hierzulande, insbesondere bei Patienten deutscher

Abstammung, wenn Uberhaupt, erst zu einem sehr viel spateren Zeitpunkt und

11
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meistens erst im fortgeschrittenen Krankheitsstadium diagnostiziert wird (Kotter
et al. 1999).

Die Krankheit wird insgesamt haufiger bei Mannern als bei Frauen beobachtet
(ungefahr im Verhaltnis 3:2) und betrifft typischerweise junge Erwachsene
(Yurdakul et al. 1988, Bonfioli et al. 2005). Der Altersgipfel liegt zwischen dem
20. bis 40. Lebensjahr (Shek et al. 1999; Kone-Paut et al. 1998; Mavioglu
1958). Ein bereits im Jugend- oder sogar Kindesalter auftretender M. Behget
zeigt meist einen wesentlich aggressiveren Krankheitsverlauf (Guirler et al.
1997).

1.3. Atiologie

Ging Hulusi Behget 1937 noch von einer viralen Ursache des von ihm be-
schriebenen Symptomenkomplexes aus, so ist die genaue Atiologie und Patho-
genese des M. Behget auch heute, Uber 70 Jahre spater, nur unvollstandig ver-
standen.

Der M. Behcget manifestiert sich als leukozytoklastische Vaskulitis. Dabei sind
im Gegensatz zu den meisten anderen Vaskulitiden sowohl Arterien als auch
Venen betroffen (Pay et al. 2007).

Die Histopathologie am Auge wahrend einer akut inflammatorischen Phase der
Krankheit wurde als neutrophile Vaskulitis in der Iris, im Ziliarkdrper und der
choroidalen Retina mit perivaskularer und diffuser Infiltration des uvealen Ge-
webes mit neutrophilen Granulozyten beschrieben. Wahrend der Remission soll
sich eine perivaskulare Infiltration von Lymphozyten und Plasmazellen weiterhin
beobachten lassen (Proenca et al. 1996).

Infiltrate von Granulozyten, aber auch T- und B-Zellen wurden in basalen
Schichten von Hautlasionen, Ulzerationen der Schleimhaute und beim Pather-
gietest beschrieben (Michaelson 1993).

Obwohl die Atiologie der Erkrankung noch immer unbekannt ist, wird das Vor-
handensein eines auslosendes Agens, das bei Vorliegen einer genetischen
Disposition zu einer generalisierten Vaskulitis fuhrt, postuliert. Vermutlich liegt
eine multifaktorielle Genese mit einer genetischen Disposition (HLA-B*51 oder

ein anderes in der Nahe zum HLA-B Lokus liegendes Gen auf dem Chromo-

12
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som-6) und einer initialen Triggerung durch einen Erreger, dessen Identitat bis
heute unklar ist, zu Grunde. Auch andere Umwelteinflisse werden diskutiert.

Es wurde gezeigt, dass das Vorkommen des HLA Antigens B*51 in 60-80% mit
der Krankheit assoziiert ist. Dies trifft geographisch vor allem auf die Lander zu,
die zwischen dem 30° und 45° nordlichen Breitengrad entlang der friheren
~oeidenstralie” liegen (siehe oben) (Ohno et al. 1982; Verity et al. 1999).

Die Pravalenz eines familiaren M. Behget liegt zwischen 1 — 18 %. Das
Vorkommen von beteiligten Familienmitgliedern unterstutzt eine genetische Hy-
pothese (Arber et al. 1991; Akpolat et al. 1992; Kone-Paut et al. 1999; Gul et al.
2000; Nishiyama et al. 2002)

Das relative Erkrankungsrisiko unter Geschwistern wurde auf 11,4 - 52,5 ge-
schatzt (Gul et al. 2000).

AuRerdem werden als Ausloser unterschiedliche virale und bakterielle Antigene
diskutiert, insbesondere Herpesviren und Streptokokken (Eglin et al. 1982; Mi-
zushima et al. 1988; Hamzaoui et al. 1990; Hirohata et al. 1992).

Aus der Mundhohle von Behget-Patienten liel3 sich Streptococcus sanguis iso-
lieren und fuhrte in vitro zu einer gesteigerten Immunantwort der Lymphozyten
(Kurauchi et al. 2005).

Bei Patienten mit hauptsachlicher Gelenkbeteiligung konnte die Therapie mit
Antibiotika die Haufigkeit der Schube deutlich reduzieren. Dies deutet so eben-
falls auf eine bakterielle Genese hin (Calguneri et al. 1996; Kaneko et al. 1997).
Yoshikawa et al. (1996) wiesen einen erhohten Antikorpertiter und eine Hyper-
sensitivitat vom verzogerten Typ gegen Streptokokken-Antigene bei Morbus
Behget im Vergleich zu gesunden Probanden nach.

Weitere Studien konnten bei an M. Behget erkrankten Patienten jedoch auch
Antikorper gegen Herpes simplex Virus Typ 1 und vermehrt Herpes simplex-
DNA im Speichel und in den Hautlasionen nachweisen (Lee et al. 1996; Tojo et
al. 2003).

Als weitere mogliche Erreger gelten das Parvovirus B 19, Helicobacter pylori
und Borrelia burgdorferi (Lehner et al. 1991; Kiraz et al. 1996; Aksu et al. 1999;
Avci et al. 1999; Onder et al. 2001).

13
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Es wurde ferner berichtet, dass T-Lymphozyten eine zentrale Rolle in der Pa-
thogenese spielen konnten. Beschrieben wurde eine Verminderung der CD4+-,
eine Vermehrung der CD8+-Zellen, sowie 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 positive NK-
Zellen erhoht (Kaneko et al. 1985; Suzuki et al. 1992; Freysdottir et al. 1999).
Weitere wichtige Faktoren in der Pathogenese der Erkrankung scheinen immu-
nologische Mechanismen, wie eine gesteigerte Monozytenfunktion, eine Erho-
hung zahlreicher Zytokine, wie IL-1, IL-8, IL-17 und TNF-a, zu sein (Sayinalp et
al. 1996; Yamashita et al. 1997; Frassanito et al. 1999; Freysdottir et al. 1999;
Kosar et al. 1999).

Einige Autoren postulierten einen Anstieg von Zytokinen aus Th2-Lymphozyten
(IL-4, IL-6 und IL-10) im Serum und auch eine Beteiligung der Th2 Zellen an
der Pathogenese des M. Behget (Guenane et al. 2006; Hamzaoui et al. 2002).
Im Gegensatz dazu wurde von Frassantino et al. (1999) und auch Freysdottir et
al. (1999) kein Unterschied der T-Zell-Produktion von IL-4 und IL-10 im Ver-
gleich zu gesunden Kontrollen festgestellt.

Widerspruchliche Berichte gibt es auch 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 Erhohung von IL-2 bei Behget-
Patienten.

Bei M. Behcget-Patienten soll es eine Imbalance zwischen Th1- und Th2- T-Zell-
Populationen in der Immunantwort mit Steigerung der Th1 —Zellpopulation ge-
ben (Turan et al. 1997; Direskeneli et al. 1999).

Unabhangig von der erworbenen Immunitat gibt es auch Hinweise dafur, dass
Storungen in der angeborenen Immunitat von Bedeutung sind. Weitere Fakto-
ren in der Pathogenese scheinen Storungen an der Gefallwand zu sein, wobei
insbesondere Uber eine Endotheldysfunktion und vermehrte NO-Freisetzung

berichtet wurde (Evereklioglu et al. 2002).
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1.4. Klinischer Verlauf und Prognose

Neben den primaren Pradilektionsstellen an Haut und Schleimhauten findet
sich bei 70-80% der Patienten mit M. Behget eine okulare Manifestation (Suzuki
et al. 2004). Eine Beteiligung des Intestinums und des Zentralen Nervensys-
tems deutet meist auf eine eher ungunstige Prognose hin.

Wahrend eine Beteiligung des ZNS, die in Form einer nekrotisierenden Vaskuli-
tis zum Tode fuhrt, wechselhaft beobachtet wird, gehen Manifestationen an den
Augen in Form einer Retinitis meist rasch mit einem Verlust des Visus einher.
Thrombotische Syndrome und arterielle Aneurysmata mit einem hohen Ruptur-
risiko stellen weitere lebensbedrohliche Komplikationen der Erkrankung dar.
Trotz der Fortschritte in der Behandlung sind Ruckfalle nach Remission haufig
und die systemische Erkrankung bleibt verbunden mit einer ungunstigen Prog-
nose (Stork et al. 2008).

Obwohl die Behandlung des M. Behget bisher nicht kausal erfolgt, konnte in
den vergangenen Jahren gezeigt werden, dass eine fruhe, effektive und dauer-
hafte Behandlung der akut entziundlichen Lasionen dazu beitragt, die Zahl der
Ruckfalle zu verringern, die Beschwerden zu vermindern und das ,Outcome® zu
verbessern (Gul 2007 ).

Das Vorliegen von HLA-B*51 scheint mit einer schlechteren Prognose assozi-

iert zu sein (Zouboulis et al. 1993).

1.5. Therapie des M. Behget

Die Therapie des M. Behget richtet sich nach der im Vordergrund stehenden
Organmanifestation und hierbei jeweils nach der schwersten bzw. der prognos-
tisch ungunstigsten. Die Empfehlungen der EULAR (European League Against
Rheumatism) zur Behandlung des M. Behget wurden 2008 publiziert.
Therapeutisch werden bei leichten Krankheitsmanifestationen niedrig dosierte
Steroide und Colchicin eingesetzt, bei mittelgradigen Manifestationen Azathi-
oprin und Steroide, alternativ dazu Cyclosporin A und Steroide. Bei schweren
Manifestationen erfolgt die Interferon-a, TNF-Antagonisten oder Zystostatika-
Gabe. In Studien werden aktuell Interleukin-1-Antagonisten erprobt (Kotter et al.
2012).

15
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Jeder Patient mit Morbus Behget und entziindlicher Augenerkrankung, die den hinteren Au-
genabschnitt betrifft, sollte ein Therapieregime unter Einschluss von systemischen Glukokor-

tikosteroiden und Azathioprin erhalten

Wenn der Patient eine schwere Augenbeteiligung hat, definiert als >2 Linien Abfall des Visus
auf einer 10/10-Skala, und/oder retinale Beteiligung (retinale Vaskulitis oder Beteiligung der
Makula), wird empfohlen, entweder Cyclosporin A oder Infliximab in Kombination mit Azathi-

oprin und GC einzusetzen, alternativ kann Interferon-a mit oder ohne GC eingesetzt werden

Es gibt keine klare Evidenz fiir die Behandlung der Beteiligung groRer Gefale. Fur die Be-
handlung der tiefen Venenthrombose werden Immunsuppressiva wie GC, AZA, CYC oder
CSA empfohlen, Fur die Behandlung sowohl pulmonalarterieller als auch peripher arterieller

Aneurysmen werden CYC und GC empfohlen

Ebenso gibt es keine kontrollierten Daten tber oder Evidenz fir den Nutzen von Antikoa-
gulanzien, Thrombozytenaggregationshemmern oder Fibrinolytika bei den venésen Throm-

bosen oder arteriellen Lasionen

Es gibt keine evidenzbasierte Behandlung, die fir die gastrointestinale Beteiligung empfohlen
werden konnte. Substanzen wie Sulfasalazin, GC, AZA, TNF-Antagonisten und Thalidomid

sollten vor evtl. Chirurgie versucht werden, auf3er in Notfallen

Bei den meisten Patienten kann die Arthritis mit Colchicin beherrscht werden

Es gibt keine kontrollierten Daten zur Behandlung der ZNS-Beteiligung. Fur die pa-
renchymattse Beteiligung sollten die Substanzen, die versucht werden, GC, IFN-a, AZA,
CYC, MTX und TNF-Antagonisten beinhalten. Fur die Sinusvenenthrombose werden GC

empfohlen

Cyclosporin A sollte nicht bei Patienten mit Morbus Behget und ZNS-Beteiligung eingesetzt

werden, auf3er wenn es fir die Behandlung der Augenbeteiligung unerlasslich ist

Die Entscheidung, eine Haut- und Schleim- | Topische Behandlung (z. B. lokale GC) sollte
hautbeteiligung zu behandeln, hangt von der | die Erstlinientherapie fir isolierte orale und
durch den Arzt und Patienten eingeschatzten | genitale Ulzera sein

Schwere ab. Die mukokutane Beteiligung

16



Einleitung

sollte nach den dominanten und kodominan- | Akneartige Lasionen sind normalerweise nur
ten Manifestationen behandelt werden kosmetisch stérend. Deshalb sind hier topi-

sche MaRnahmen ausreichend

Colchicin sollte bevorzugt werden, wenn die

dominante Lasion ein Erythema nodosum ist

Ulcera crurum bei Morbus Behget kénnen
unterschiedliche Ursachen haben. Die Be-

handlung sollte sich hiernach richten

AZA, IFN-a und TNF-Antagonisten kénnen in

therapierefraktédren Fallen in Erwagung ge-

zogen werden

In der Tabelle verwendete Abklrzungen: GC Glukokortikosteroide, AZA Azathi-
oprin, CYC Cyclophosphamid, CSA Cyclosporin A, MTX Methotrexat.

Abb. 4 EULAR Empfehlungen fiir die Behandlung des Morbus Behget (Hatami
et al. 2008) modifiziert nach Koétter et al. 2012

1.6. Neutrophile Granulozyten und Interferon-y

Neutrophile Granulozyten gelten als essentielle Effektorzellen der angeborenen
Immunitat, da sie durch Killing und Phagozytose von Mikroorganismen eine so-
fortige Beseitigung von Pathogenen vermitteln konnen. Aktuelle Studien konn-
ten zeigen, dass sie in der Lage sind mit dendritischen Zellen zu kommunizie-
ren, die nach heutigem Verstandnis ein Bindeglied zwischen angeborener und
erworbener Immunitat darstellen. Diese Kommunikation soll durch Zelloberfla-
chen-Rezeptoren wie Mac-1 und CEA (carcinoembryonic antigen)-related ,Cel-
lular adhesion molecule® auf neutrophilen Granulozyten und C-Type Lektinen
auf dendritischen Zellen ermoglicht werden. Es scheint auch gesichert, dass
dendritische Zellen umgekehrt die Lebensspanne von Neutrophilen durch Inter-
aktion verlangern konnen, so wie auch Neutrophile eine durch dendritische Zel-

len vermittelte Aktivierung erworbener T-Zell Antworten steuern konnen sollen
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(Ludwig et al. 2006). In einer neuen Studie wurde postuliert, dass Granulozyten
bei Degranulierung oder Absterben eine Vielfalt von ,Alarminen” freisetzen, die
dendritische Zellen mobilisieren und aktivieren konnen (Yang et al. 2009).

Interferon-y ist ein Zytokin, das von T-Zellen und NK-Zellen nach Kontakt mit
antigenprasentierenden Zellen nach vorangegangener Antigenphagozytose
gebildet wird. CD4-positive T-Zellen, CD8-positive T-Zellen, sowie Naturliche
Killerzellen (NK-Zellen) konnen Interferon-y produzieren. Die Stimulation zur
Produkt-ion und Ausschuttung von Interferon-y erfolgt nach spezifischer Anti-
genprasentation und Erkennung durch dendritische Zellen, Monozyten und B-
Zellen.

Neutrophile Granulozyten zeigen nach Inkubation mit Interferon-y eine
gesteigerte Phagozytose, eine gesteigerte Aktivitat ihrer «oxidativen Burst»
Aktivitat, vermehrte Proteinsynthese, eine gesteigerte Degranulation, vermehrte
Chemotaxis, erhohte mikrobizide Aktivitat und eine Steigerung der Antikorper
abhangigen Zytotoxizitat (Melby et al. 1982, Shalaby et al. 1985). Neben NK-
Zellen (Fehninger et al. 2000) und T-Zellen (Ariel et al. 2002), sollen auch
Makrophagen (Munder et al. 1998), B-Lymphozyten (Yoshimoto et al. 1997)
und eosinophilen Granulozyten (Woerly et al. 1999) an der Interferon-y Produk-
tion beteiligt sein.

Beim M. Behget stellt die Hyperaktivitdt der Neutrophilen ein auffallendes und
bisher ungeklartes Phanomen unter den beobachtbaren immunologischen Ver-
anderungen dar. Die Hyperaktivitat ist gekennzeichnet durch Chemotaxis, Pha-
gozytose, verstarkte Bildung von Superoxiden und Myeloperoxidase, sowie ei-
ne erhdohte Expression von CD11a, einem Adhasionsmolekil, CD10 und CD14
auf der Zelloberflache (Zierhut et al. 2003).

Cassatella et al. (1999) und Yamashiro et al. (2001) beschrieben, dass neutro-
phile Granulozyten nach Aktivierung durch Zytokine eine verlangerte Lebens-
zeit, sowie Veranderungen der Expression von Oberflachenmolekilen, wie z.B.
CD 40 und CD 83, ahnlich wie dendritische Zellen aufweisen konnen und ver-
starkt proinflammatorische Zytokine, wie IL-1, IL-1Ra und MIF produzieren.
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Aktivierte Neutrophile sezernieren damit Zytokine, die in einem positiven Feed-

Forward sie selbst und ebenso Th1 Zellen stimulieren kénnen.

Die Ursache der Hyperaktivitat der Granulozyten beim M. Behget ist bisher nicht
entschlusselt ist. Grundsatzlich konnte es sich um eine intrinsische Eigenschaft
der Granulozyten handeln, wie sie nach heutiger Kenntnis durch epigenetische
Veranderungen vermittelt werden konnte.

Denkbar sind aber auch extrinsische Faktoren, die von NK-Zellen und dendriti-
schen Zellen als moglichen Sensoren im Gewebe, oder auch epithelialen Zellen
in ihrer Barriere- und Schutzfunktion gegenuber eindringenden Mikroorganis-
men abgegeben werden und auf Neutrophile Einfluss nehmen. So sind vermut-
lich auch IL-17/IL-23 als wichtige pro-inflammatorische Zytokin- Achse und
Kaskade bei M. Behget betroffen.

1.7. Fragestellung

Ausgehend von Beobachtungen in Voruntersuchungen sollte in dieser Arbeit
weiter Uberpruft werden, ob die Aktivierung und Hyperreaktivitat der Granulozy-
ten bei Patienten mit M. Behget mit einer Expression von Interferon-y als im-
munmodulatorischem Zytokin in Zusammenhang steht. Hierzu sollten Immun-
fluoreszenzanalysen an Granulozyten, die aus Blut angereichert wurden, fur die
Expression von Aktivierungsmarkern und intrazellularer Produktion von Inter-

feron-y am Durchflusszytometer durchgefuhrt werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Lésungsmittel wurden von Merck (Darmstadt), Chemikalien von den unten ste-

henden Herstellern erworben.

Tabelle 3:

Hersteller der verwendeten Chemikalien und Materialien

ABC Kit Vectastain Vectorlab, Peterborough, UK
AEC Substrat Kit Vectorlab, Peterborough, UK
Brefeldin A (Penicillium brefeldianum) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BSA (Bovines Serumalbumin) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
FCS (Fetales Kalberserum) CC-Pro, Neustadt

fMLP (Formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Formalin 10% Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Heparin-Natrium 10 000 IE/ml 10ml Rohrchen  B. Braun AG, Melsungen

Multiscore 96 Patte Millipore, Schwalbach

PBS (,Phosphate buffered Saline®) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Polyglobin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Polymorphprep™ Axis-Shield, Oslo, Norwegen
96 Well-Platten Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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2.1.2. Antikorper

Unten aufgefuhrt sind Herkunft und Spezifitat der verwendeten primaren Anti-
korper. Es handelt sich um monoklonale Antikdrper aus der Maus. Ein Teil der
Antikorper wurde kauflich als direkt markierte Antikorper mit Kopplung an Fluo-
reszenzfarbstoffe erworben. Die Ubrigen AntikOrper standen unmarkiert als vor-
getestete Hybridomuberstande aus der Sektion fur Transplantationsimmunolo-
gie und Immunhamatologie zur Verfugung und wurden fur indirekte Farbungen
verwendet. Fur die Detektion der Bindung der monoklonalen unmarkierten Pri-
marantikorper in Immunoassays wurde der in Tabelle 4 genannte polyklonale

FITC markierte Antikorper gegen Mausimmunoglobuline verwendet.

Tabelle 4:
Verwendete primére und sekundére Antikbrper

Antikorper
Spezifitat Herkunft Markierung Referenz
(Klon)
W6/32.HL Anti-human MHC Hybridomuberstand unmarkiert Barnstable et al. 1978
Klasse |
W6/32.HK inaktive Variante von Hybridomuberstand unmarkiert Ziegler und Milstein 1979
W6/32.HL
My 9 Anti-CD33 Hybridomuberstand unmarkiert Wellhausen et al. 1995
80H3 Anti-CD66b Serotec, Dusseldorf unmarkiert Mannoni et al. 1982
11C2 Anti-CD11b Hybridomuberstand unmarkiert Springer et al. 1979
80H3 Anti-CD66b Serotec, Dusseldorf FITC Mannoni et al. 1982
HB15e Anti-CD83 Serotec, Dusseldorf FITC Zhou et al. 1992
4S.B3 Anti-human IFNy Becton Dickinson PE/Cy7 Miller et al. 2004
38 Anti-CD11a MABTECH unmarkiert Dansfield et al. 1989

Hoelzel, Kéin
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Antikérper/Bezeichnung Detektion von Hersteller Kopplung mit
Ziege Anti-Maus Klon X40 Maus IgG (H+L) Dianova, Hamburg FITC
2.1.3. Gerate
Autoklav:

Hochdruckdampf Sterilisator Typ KSG 114 (KSG GmbH, Olching, Deutschland)

Brutschrank:
B 5060 EK/CO2 (Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland)

Durchflusszytometer:
FACScan (Becton Dickinson Biosciences, Heidelberg, Deutschland)
BD LSR Il (Becton Dickinson Biosciences, Heidelberg, Deutschland)

Elispot:
A.EL.VIS (Automated Elisa Spot Assay Systems) (A.EL.VIS GmbH, Hannover,
Deutschland)

Mikroskop:
DIAVERT (Leica, Wetzlar, Deutschland)
Laborlux K (Leica, Wetzlar, Deutschland)

Software:

FACS Diva 5.0.2 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten von
Amerika)

FlowJo 7.2.5 (Tree Star Incorporation, Ashland, Vereinigte Staaten von Ameri-
ka)

WinMiDi fir Windows 2.9 (Freeware, geschrieben von Joseph Trotter vom
Scripps Institute, La Jolla, Vereinigte Staaten von Amerika)

Pages (Apple, Cupertino, Vereinigte Staaten von Amerika)
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Numbers (Apple, Cupertino, Vereinigte Staaten von Amerika)

Excel (Microsoft, Redmond, Vereinigte Staaten von Amerika)

Sterilbank:
LaminAir, HBB 2448 (Heraeus Hoding GmbH, Hanau, Deutschland)

Wasserbad:
Wasserbad GFL (Gesellschaft fur Labortechnik GmbH, Burgwedel, Deutsch-
land)

Zentrifugen:
Eppendorf Centrifuge 5402 (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
IEC Centra - 8R Centrifuge (Thermo Scientific, Waltham, Vereinigte Staaten

von Amerika)

Sonstiges:

Neubauer Zahlkammer (Brand GmbH, Wertheim, Deutschland)

Pippetten von Eppendorf (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Eppendorf-Cups und Pipettenspitzen von Eppendorf (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

2.1.4. Proben von Patienten und Kontrollpersonen

Nach entsprechender Aufklarung und Einwilligung wurden von 16 Patienten in
der rheumatologischen Ambulanz des Universitatsklinikums Tubingen 20 ml
Citrat-Blut entnommen, um daraus fur FACS-Analysen Granulozyten mittels
PonmorphprepT"’I zu isolieren und anzureichern. Ebenso wurden 10 Kontroll-
personen 20 ml Citrat-Blut zur Analyse der Granulozyten entnommen. Die Pro-
ben wurden mdglichst sofort nach Entnahme weiterverarbeitet.

Fiar die Durchfuhrung der Studie lag ein Ethikvotum der Ethikkommission der

Medizinischen Fakultat mit der Nummer 319/2007BO7 ,Immunphanotypische
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und biochemische Diagnostik von Zelloberflachenmerkmalen der Granulozyten

und Lymphozyten im Blut von Patienten mit Morbus Behget® vor.

Tabelle 5:

Charakterisierung des Patientenkollektivs

Patient Geschlecht/ HLA Krankheits- Therapie Erst-
Alter B51 aktivitat Diagnose
1 m/42 negativ stabil Roferon, Prednisolon, 2003

Kalzium, Vitamin D

2 w/49 positiv stabil Leflunomid,  Azathi- 1996
oprin, Saroten, Ibu-

profen, Diovan, ASS

3 m/48 negativ stabil Decortin, ASS, Osso- 2001

fortin, Imurek

4 w/39 negativ stabil Decortin, Imurek, 1992
ASS, Ideos, Omepra-
zol, Tebonin, Cipralex,

Lioresal, Detrusitol,

Sirdalut

5 m/52 negativ stabil Colchicin, Volon, Dic- 2000
lofenac, ASS

6 m/48 positiv | wenig aktiv Prednisolon, Roferon, 1989

Ben-u-ron, Norvasc

7 w/57 positiv stabil Infliximab, Decortin 1986
8 m37 positiv stabil Humira, ASS 1993
9 m/35 positiv stabil Prednisolon, Colchi- 2003

cin, Calcium, Vitamin
D
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Patient Geschlecht/ HLA Krankheits- Therapie Erst-
Alter B51 aktivitat Diagnose
10 w/51 negativ stabil Prednisolon, Infla- 1983

nefran forte

11 m/43 positiv aktiv Colchicin 2007

12 m/59 negativ stabil Prednisolon, Calcium, 2002
Vitamin D

13 m/35 positiv stabil Azathioprin, Decortin, 2000

ASS100, Omeprazol

14 m/48 positiv stabil ASS, Decortin, Infli- 1994

ximab, Pantozol

15 w/44 negativ.  wenig aktiv Prednisolon, Imurek, 1996

Jodid, Presomen

16 w/53 negativ.  wenig aktiv Prednisolon, Leu- 1988

keran, CoDiovan

Ein Patient litt unter einem aktiven Krankheitsschub, bei zwei Patienten war ei-
ne geringe Krankheitsaktivitat und in den Ubrigen Fallen ein stabiler Krankheits-
zustand zum Zeitpunkt der Blutabnahme zu beobachten.

2.2. Methoden

2.2.1. Zellgewinnung und Aufbereitung

2.2.1.1. Granulozytenisolierung tiber Polymorphprep™

Leukozyten wurden mit Hilfe einer Dichtegradientenzentrifugation nach Uber-
schichtung von Polymorphprep™ (Nycomed, UnterschleiRheim) mit Vollblut (Ci-
trat) isoliert. Das Prinzip der Isolierung beruhte auf der Auftrennung von Zellen
aus Vollblut Uber eine geschichtete Flussigkeit aus Komponenten unterschiedli-
cher Dichte. PolymorphprepT'\’I wurde mit Citrat-Vollblut Gberschichtet und ohne
Bremse der Zentrifuge im Auslauf zentrifugiert. Lymphozyten, Granulozyten und
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ubrige Zellen reicherten sich dabei in unterschiedlichen Phasen des Dichtegra-
dienten an.

Nach Verwerfen des Serums (obere Phase) erfolgte das Abpipettieren des
Lymphozytenringes, um im nachsten Schritt die Granulozyten aus dem folgen-
den Zellring isolieren zu konnen. Die isolierten Granulozyten wurden in norma-
ler Kochsalzlosung (0,45%) im Verhaltnis 1:1 aufgenommen, um diese wieder
in ein Milieu physiologischer Osmolaritat zu Uberfuhren und osmotisch getrig-
gerter Zellschwellung der Granulozyten vorzubeugen.

AnschlieRend wurden die Zellen erneut zentrifugiert, der Uberstand verworfen.
Die unter Umstanden in der isolierten Granulozytenfraktion verbliebenen Eryth-
rozyten wurden mit Hilfe von RCLB-Puffer (Universitatsapotheke, Uniklinikum
Tldbingen) lysiert, um die Reinheit der isolierten Granulozyten zu gewahrleisten.
Danach wurden die Granulozyten zum Waschen in PBS aufgenommen. Nach-
dem die Zellen entweder in PBS oder FACS-Waschpuffer aufgenommen wor-

den waren, wurden sie anschliefend ausgezahit.

2.2.1.2. Bestimmung des Anteils vitaler Granulozyten

Eine 10 pl Probe der zu untersuchenden Zellsuspension wurde mit 10 pl
Trypanblau (0,5%) gemischt und manuell mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer
ausgezahlt. Zellen, die infolge einer defekten Membran den Farbstoff aufge-
nommen hatten und im mikroskopischen Bild daher blau erschienen, wurden
beim Zahlen als Anteil toter Zellen berucksichtigt.

Bei den durchflusszytometrischen Messungen wurden die Ansatze mit EMA-
Farbung auf Vitalitat Uberpruft (siehe unten).

2.2.2. Durchflusszytometrie

2.2.2.1. Allgemeines

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht darauf, dass Zellen nach ex vivo
oder in vivo Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen unterschieden werden kon-
nen. Verschiedene mikroskopisch kleine Partikel und Zellen kdnnen zunachst

schon anhand ihrer GroRRe, Struktur, Oberflacheneigenschaften und auch intra-
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zellularen Zusammensetzung wegen spezifischer Autofluoreszenzen, die Uber
Laserlicht angeregt werden, differenziert werden.

Um Zellen weiter zu unterscheiden, werden heute meistens Antikdrper genutzt,
die spezifisch gegen bestimmte zellulare Strukturen bzw. Proteine wie z.B.
Oberflachenmerkmale gerichtet sind. Diese Antikorper konnen als Markierungs-
reagenzien, die direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt (direkte Markie-
rung) sind, eingesetzt werden, oder mussen als primar unmarkierte Reagenzi-
en in einer Bindung an Zellen mit einem fluoreszenz-gekoppelten Sekundaran-
tikorper (indirekte Markierung) nachgewiesen werden.

Die Messung und Beurteilung der Zellen im Durchflusszytometer beruht darauf,
dass die so markierten Zellen in einem FlUussigkeitsstrom einzeln an einem La-
serstrahl vorbeigefuhrt werden. Dadurch kommt es zur Anregung der zell-
gebunden Fluoreszenzen mit Emission von Fluoreszenzlicht, das Uber spezifi-
sche Filter detektiert und gemessen wird. Die Wellenlange des emittierten
Lichts hangt von dem jeweiligen eingesetzten Fluoreszenzfarbstoff ab. Die
Verwendung von Lasern, die Licht einer bestimmten Wellenlange, monochro-
matisches Licht aussenden, mit dem sich die verwendeten Fluoreszenzen an-

regen lassen, ist dabei weitere Grundvoraussetzung der Durchflusszytometrie.

Zellsuspension N < Mantelstrom
(verdiinntes Vollblut) = & (Wasser)
J |
HilIR

i
U Seitliche (90° -)

F;(Iu ssl- . | Streuung, Fluoreszenz
ana \ ' . ‘ / (901) e 260)
Proben - | 1. W = ]
strom | U

Vorwiirtsstreuung
Quarzglas - (3°-17°)
Flusszelle

Laserstrahlen l

Abbildung 5:
Prinzip einer durchflusszytometrischen Messung
(www. berlin.ptb.de/8/83/832/DurchflussZytometrie.htmil)
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Alle Zellen, die im Probenstrom der FACS Flusszelle vereinzelt am Laserlicht-
strahl vorbeigefuhrt werden, werden zunachst im direkten Lichtstrahl auf Grund
ihrer spezifischen Lichtstreuung in Abhangigkeit von ihrer Zellgro3e im sog.
.Forward Scatter (FSC) beurteilt. Das in einem 90°-Winkel abgestrahlte Seit-
wartsstreulicht wird als ,Side Scatter (SSC) bezeichnet und dient als Mal} far
die Zellgranularitat.

Sidescatter (SSC)

- Granularitét

A

(Y

___—ﬂ,’ ‘ Forwardscatter (FSC)
Laser > |0 ¢

‘ < Zellgrofe
L \

Abbildung 6:
Die Parameter ,Forward Scatter (FSC) und ,Side Scatter (SSC)
(Luttmann et al. 2004)

Es lassen sich hierbei neben der Grofde und Granularitat der Zellen weitere Pa-
rameter bestimmen. Sind die Zellen, wie oben erwahnt, mit einem bestimmten
fluoreszenzgekoppelten Antikorper oder direkt mit Fluoreszenzfarbstoffen mar-
kiert, wird ein Teil der Lichtenergie durch das entsprechende Fluorochrom ab-
sorbiert und Fluoreszenzlicht einer hoheren charakteristischen Wellenlange
wieder emittiert.

Die Unterscheidung der gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe erfolgt danach uber
Filter, die emittiertes Licht nur spezifischer Wellenlangen passieren lassen. Da-
nach werden die ankommenden Lichtsignale uber Dioden detektiert und ent-
sprechend verstarkt, bevor sie mit der angeschlossenen Computereinheit als
Ergebnisse ausgewertet und graphisch als Histogramm, Dot-Plot oder Density-
Plot dargestellt werden konnen. Bei der Darstellung als Dot-Plot, der auch als
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Punktegraph bezeichnet wird, werden zwei Parameter fur jede gemessene Zel-
le/Partikel, z.B. FSC u. SSC oder eine Farbstoffintensitat, gegeneinander in 2D-
Diagrammen aufgetragen, in denen die Schnittstelle der beiden Werte als Punkt
dargestellt (korrelierte Zweipunktdarstellung) wird. Beim Density-Plot, der dem
Prinzip des Dot-Plots entspricht, wird zusatzlich durch unterschiedliche Farbge-
bung die Haufigkeitsverteilung der Schnittpunkte dargestellt.
Zusammenfassend gibt die Methode uns Aufschluss Uber:

o Zellgrolle

e Granularitat und

* spezifische Fluoreszenzen

Neutrophile
.~ Granulozyten

T T T T T
A 200 400 600 800 1000
/ FSCH
P N

Debris
Lymphozyten Monozyten

Abbildung 7:
Exemplarischer Dot-Plot
(http://www.rrk-berlin.de)

Im Histogramm zeigt die Abszisse die Fluoreszenzkanale, in denen ein gewahl-
ter Parameter gemessen wurde (Intensitat der Fluoreszenz) und die Ordinate
die Anzahl der jeweiligen Messsignale in diesem Kanal (Einparameterdarstel-
lung).

Mit Hilfe dieser graphischen Darstellungsmethoden lassen sich auch Teil-
populationen in gesonderten Fenstern (,gates®) betrachten und statistisch aus-

werten.
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Insbesondere ist dies hilfreich, wenn innerhalb eines Zellgemisches nur eine
definierte Population fur ein bestimmtes Merkmal, wie zum Beispiel die Vitalitat,

untersucht werden soll.

2.2.2.2. Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe

Die hier verwendeten Fluoreszenzen sind zum einen der wohl am haufigsten
verwendete Farbstoff Fluorescein-lIsothiocyanat (FITC), der sowohl in direkter
Kopplung an einen spezifischen Erstantikorper, wie auch an einen Zweitanti-
korper fur die indirekte Fluoreszenzmethode verwendet wurde.

Des Weiteren wurden PE/Cy7 eingesetzt. Ethidium Monoazid Bromide (EMA)
wurde verwendet, weil es wie Propidium Jodid (Pl) in Zellen mit defekter Zell-
membran diffundiert. Es diente damit dazu, tote Zellen in der Durchflusszyto-
metrie zu identifizieren. Nach Bestrahlung mit einer Neonlampe bindet EMA
kovalent an die DNS. Als Positivkontrolle wurde in jedem Ansatz in einer un-
markierten Probe durch Zugabe von 70 % Ethanollésung die Apoptose der Zel-
len induziert. Danach wurde eine Markierung mit EMA durchgeflihrt. Mit Hilfe
dieser EMA positiven Probe wurden in allen Gbrigen Testproben durch elektro-
nisches ,Gaten“ EMA negative Zellen selektioniert.

Bei allen Tests, in denen die Zellen spezifisch markiert wurden, wurde einer
Probe Ethanol (70%ig) zugesetzt und diese 30 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunklen gehalten. Nach Ablauf der Zeit wurde der Ansatz zentrifugiert und an-
schliefend mit 50 ul Polyglobin (1%ig) + 1 yl EMA zunachst auf Eis und dann
unter Neonlicht inkubiert. Letzter Schritt war nach dem Zugeben von 150 ul
FACS Waschpuffer die Zentrifugation 1 Minute lang bei 250 x g, 8°C und das
erneute Auffullen und resuspendieren in 200 yl FACS Waschpuffer. Der Ansatz
wurde bis zur Messung im Eppendorf Cup auf Eis im Dunkeln gelagert.
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2.2.2.3. Stimulation der Neutrophilen mit fMLP (Formyl-Methionin-Leucin-
Phenylalanin)

Nachdem die Granulozyten isoliert und ausgezahlt worden waren, wurden die
zu stimulierenden Zellen in Falcon Tubes in FACS Waschpuffer in Losung ge-
bracht.

AnschlieRend erfolgte das Uberfiihren der Granulozyten in eine 96-Well-Platte
in Portionen von jeweils 2 x 10° Zellen pro Loch (Well). Die Zellen wurden nach
Zentrifugation der Platte in je 0,2 ml RPMI/10% FCS resuspendiert und zur Sti-
mulation mit je 10 pl fMLP (100 ng/ pl) versetzt. Es erfolgte die Inkubation im
Brutschrank bei 37°C, 5% CO; - Partialdruck fur zwei Stunden. fMLP ist ein
primar chemotaktisch wirksames Peptid, das aktivitatssteigernd auf Granulozy-
ten wirkt.

Nach einer halben Stunde wurden 10 ul Brefeldin (1:100) hinzu gegeben und
die Proben im Brutschrank fur weitere drei Stunden inkubiert. Brefeldin ist ein
Lacton Antibiotikum. Die Hemmung des Golgi Apparates durch Brefeldin ver-
hinderte eine Sekretion von Zellprodukten wie Interferon-y. Die stimulierten
Zellen wurden entweder mit Hilfe einer indirekten Einfach- oder einer direkten

Doppel-Immunfluoreszenzmarkierung charakterisiert.

2.2.2.4. Indirekte Immunofloureszenzanalyse

Zur Analyse der Expression von Zelloberflachenantigenen wurden die aus Blut
isolierten unstimulierten oder kurzzeitig mit fMLP stimulierten Granulozyten
nach einmaliger Abzentrifugation in FACS-Waschpuffer aufgenommen und auf
eine 96-Well-Platte (Greiner, Bio-One, Frickenhausen) aufgetragen. Der FACS-
Waschpuffer wurde mit 500 ml PBS, 500 mg BSA und 3,2 ml Natriumazid her-
gestellt.

Im Anschluss daran wurden alle Zellsuspensionen, bis auf den unmarkierten
Ansatz, mit Polyglobin (10% verdunnt in ddH,O Bayer, Leverkusen) versetzt
und auf Eis inkubiert. Damit sollten unspezifische Bindungen der Antikorper
durch Blockade der Fc-Rezeptoren auf der Zelloberflache verhindert werden.
Nach der Inkubation wurden die Zellen zur Entfernung des Polyglobins zweimal
in FACS- Waschpuffer aufgenommen, jeweils abzentrifugiert und resuspendiert.
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Zu jedem Test-Well mit Ausnahme des unmarkierten Ansatzes wurde nun je-
weils ein spezifischer Antikorper oder die Antikorper W6/32.HL bzw. W6/32.HK
als positive und negative Kontrollen in vorher bestimmten Titerstufen zugesetzt
und auf Eis inkubiert. Es erfolgten danach erneut 2 Waschschritte mit FACS-
Waschpuffer wie bereits zuvor beschrieben.

Danach wurden in einzelne Wells FITC-konjugierte F(ab), Fragmente von Zie-
ge-Anti-Maus 1gG Antikorpern zur Detektion der Bindung der Erstantikorper
zugegeben (indirekte Immunofluoreszenzmarkierung) und diese 30 min wiede-
rum im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Granulozyten, wie oben beschrieben, dreimal mit FACS-Waschpuffer gewa-
schen. Zuletzt wurden die Zellen in FACS-Waschpuffer aufgenommen und
durch ein engmaschiges Drahtnetz in Messrohrchen (Becton Dickinson, Heidel-
berg) fur die FACS-Analyse Uberfuhrt. Die Messungen erfolgten am FACScan
(Becton Dickinson Biosciences) und am BD LSR Il (Becton Dickinson
Biosciences) Durchflusszytometer.

2.2.2.5. Doppelimmunfluoreszenzmarkierung von Zellen

Die zu markierenden Zellen wurden pro Markierungsansatz in einer Menge von
2x10° Zellen in 0,2 ml FACS-Waschpuffer aufgenommen.

Ein Probenansatz wurde unmarkiert als negative Kontrolle in einem 1,5 ml

Mikroreaktionsgefald bis zur Messung im Dunkeln auf Eis gelagert.

Ein Ansatz wurde wie unter 2.2.2.2 beschrieben behandelt und als positive
Kontrolle der avitalen Zellen bis zur Messung im Dunkeln auf Eis gelagert.

In einem dritten Probenansatz wurde eine spezifische Oberflachenmarkierung
fur CD66b (Serotec, Mannoni et al. 1982) sowie eine intrazellulare Markierung
fur IFN-y (Becton Dickinson Biosciences, Miller et al. 2004) durchgefuhrt. Hier-
zu wurden die Zellen nach Vorinkubation mit 50 pl Polyglobin (1%ig) + 1 pl
EMA fur 10 min bei 4°C auf Eis, danach 10min unter der Neonlampe inkubiert.
Nach einem Waschschritt wurden 8 pl des FITC-gekoppelten anti-CD66b Anti-
korpers in 50 yl FACS-Waschpuffer hinzugegeben u. 20 min bei 4°C auf Eis im
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Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Zellen durch Zugabe von 150 pl FACS-
Waschpuffer und Zentrifugation bei 250 x g fur 1 min bei 8°C gewaschen. An-
schlieRend wurden die Zellen durch Zugabe von 100 pl Cytoperm/ Cytofix ™
(BD Pharmingen, Heidelberg) fur 25 min bei 4°C im Dunkeln fixiert und perme-
abilisiert, Danach wurde die Probe mit 100 ul Perm/Wash™ (1:9) aufgefillt,
1min bei 250 x g u. 8°C zentrifugiert und PE-Cy7 gekoppelter (5 pl / 10° Zellen)
anti-IFN-y Antikorper hinzugefugt.

Der Ansatz wurde 30 min bei 4°C auf Eis inkubiert. Erneut wurde mit 150 pl
Perm/Wash aufgeflllt und danach die Zellen abzentrifugiert. Der Waschgang
wurde 2-mal wiederholt.

Zuletzt wurden zu den resupendierten Zellen nach der Zentrifugation 200 pl
Perm/Wash hinzugegeben und der Ansatz in ein FACS-Rohrchen (Becton Di-
ckinson Biosciences) Uberfuhrt. Bis zur Messung wurden auch diese Ansatze

auf Eis und im Dunkeln gelagert.

Fur die Kompensation der eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe mit Hilfe der
FACS-Diva Software am Durchflusszytometer wurden Beads eingesetzt, die
mit dem FITC-markierten anti-CD66b Antikorper (Serotec, Mannoni et al. 1982)
bzw. mit dem PE-CY7 gekoppelten anti-IFN-y Antikorper (Becton Dickinson
Biosciences, Miller et al. 2004) einzeln beladen worden waren.

In 3 Ansatzen wurden je 10 pl Beads in Eppendorf Gefallen mit 100 ul FACS-
Waschpuffer (neg. Kontrolle) oder mit 5 pl PE-Cy7 gekoppeltem anti-IFN-y An-
tikorper bzw. 8 ul FITC-gekoppeltem anti-CD66b AK in 100 pl FACS-
Waschpuffer (pos. Kontrollen) bei Raumtemperatur far 30 min inkubiert. Danach
wurden die Beads bei 11.000 g bei 8°C fiir 2 min zentrifugiert. Die Uberstande
wurden verworfen und die Proben mit je 200 yl FACS-Waschpuffer aufgefullt.
Der Waschvorgang wurde 1-mal wiederholt und die Ansatze dann bis zum Um-
fullen in FACS-Rohrchen im Dunkeln auf Eis gelagert.

Alle Ansatze wurden beim Umflllen in die FACS- Messrohrchen durch ein
engmaschiges Drahtnetz pipettiert, um eventuelle Zell-Bead-Konglomerate zu
entfernen.

Die Messungen erfolgten am BD LSR |l (Becton Dickinson Biosciences).
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2.3 Statistik

Die statistische Beurteilung der Ergebnisse wurde mit Hilfe der Graphpad Prism
Software unter Verwendung des Mann-Whitney U Test durchgefuhrt. P Werte <
0.5 wurden als signifikant beurteilt.
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3. Ergebnisse

3.1. Phanotypischer Vergleich von Aktivierungsantigenen auf neutrophi-
len Granulozyten von Patienten mit M. Behget und gesunden Kontrollper-

sonen

3.1.1. Expression CD11a und CD11b Adhasionsmolekule

CD11a ist als Alpha L Kette Teil eines Integrin, das auf Lymphozyten, Gra-
nulozyten, Monozyten und Makrophagen exprimiert wird. Es spielt eine bedeu-
tende Rolle bei der Vermittlung der Zell-Migration sowie bei der Interaktion von
T-Zellen mit antigen-prasentierenden Zellen oder Zielzellen (Janeway et al.
2005).

Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied der CD11a Expression
zwischen den gesunden Kontrollpersonen und den M. Behget Patienten (p-Wert
=0,497).

Tabelle 6:
Prozentanteil CD11a positiver Zellen in der tber Percoll angereicherten Gra-

nulozytenpopulation nach FACS-Analyse der CD11a Markierung

Kontrollpersonen Anzahl CD11a positiver Patienten Anzahl CD11a positiver
Zellen in % Zellen in %
1 30,14 1 23,96
2 85,86 2 34,44
3 47,98 3 2,07
4 1,85 4 0,86
5 5,54 5 15
6 78,90 6 22,34
7 18,81 7 39,82
8 11,09
9 26,35
10 31,04
11 77,57
Mittelwerte 38,44 25,87

35



Ergebnisse

100
80 - l
60 -
40 -
20 w

0 T I

Kontrollpersonen Patienten

% CD11a positiver Zellen

Abbildung 8:
Prozentanteil CD11a positiver Zellen in der tiber Percoll angereicherten Gra-

nulozytenpopulation nach FACS-Analyse der CD11a Markierung

CD11b wird auf der Oberflache von aktivierten Monozyten, Granulozyten, Mak-
rophagen und Natural Killer Cells als Teil eines B2 Integrins exprimiert. Es ver-
mittelt Entzindungsreaktionen, indem es die Adhésion und Migration der Leu-
kozyten reguliert. AuBerdem ist es beteiligt an immunologischen Prozessen wie
Phagozytose, Zell vermittelter Zytotoxizitdt, Chemotaxis und Zellaktivierung
(Janeway et al. 2005). Es spielt des Weiteren eine Rolle durch seine Bindungs-
fahigkeit von inaktiviertem Komplementfaktor C3bi im Komplementsystem
(Arnaout M. et al. 1983).

Auf den untersuchten Granulozyten bei Kontrollpersonen und Patienten fand
sich CD11b in unterschiedlichem AusmaRB. Es zeigte sich kein statistisch signifi-
kanter Unterschied der CD11b Expression zwischen den gesunden Kontrollper-
sonen und den M. Behget Patienten (p-Wert = 0,077).
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Tabelle 7:
Prozentanteil CD11b positiver Zellen in der lber Percoll angereicherten Gra-

nulozytenpopulation nach FACS-Analyse der CD11b Markierung

Kontrollpersonen  Anzahl CD11b positiver Patienten Anzahl CD11b positiver
Zellen in % Zellen in %
1 4,71 1 47,68
2 56,73 2 59,76
3 4,52 3 7,82
4 0,99 4 51,24
5 4,68 5 12,14
6 2,31 6 49,81
7 55,38 7 0,07
8 19,32
9 67,28
10 96,37
11 81,4
Mittelwerte 18,47 44,81
-
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Abbildung 9:

Prozentanteil CD11b positiver Zellen in der lber Percoll angereicherten Gra-

nulozytenpopulation nach FACS-Analyse der CD11b Markierung
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3.1.2. Expression des Differenzierungsantigens CD15

CD15 oder auch Lewis X Antigen wird von neutrophilen und eosinophilen Gra-
nulozyten sowie Monozyten exprimiert (Satoh T. al. 1994). Es ist ein terminales
Trisaccharid, das auf Glykolipiden und vielen Glykoproteinen der Zelloberflache
exprimiert wird (Janeway et al. 2005). Auf neutrophilen Granulozyten ist CD15
an Zell-Zell-Interaktionen, Phagozytose, Stimulation der Degranulation und des
respiratorischen Bursts beteiligt (Warren et al. 1996).

Die M. Behcet Patienten zeigten sowohl ohne (p-Wert = 0,019) und auch nach
Stimulation mit fMLP (p-Wert = 0,037) eine statistisch signifikant erhéhte Ex-
pression des CD15 Antigens gegenulber den nicht mit fMLP stimulierten gesun-
den Kontrollpersonen. Im Vergleich zwischen unstimulierten und mit fMLP sti-
mulierten neutrophilen Granulozyten von M. Behget Patienten zeigte sich kein
statistisch signifikanter Unterschied in der Expression des CD15 Antigens (p-
Wert = 0,71).

Tabelle 8:
Prozentanteil CD15 positiver Zellen in der lber Percoll angereicherten Gra-

nulozytenpopulation nach FACS-Analyse der CD15 Markierung

Kontrollpersonen Patienten ohne Stimulation Patienten nach Stimulation mit
mit fMLP fMLP
Anzahl CD15 positiver Anzahl CD15 positiver Anzahl CD15 positiver
Zellen in % Zellen in % Zellen in %
1 98,73 86,3
2 98,20 97,5
3 99,85 94,61
4 99,16 96,59
5 98,85 98,15
6 99,22 99,22
7 97,41 88,16
8 99,95 27,23
9 96,97 99,38
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Kontrollpersonen Patienten ohne Stimulation Patienten nach Stimulation mit
mit fMLP fMLP
10 88,36 97,13
11 68,77
12 97,9 98,66
13 95,59 84,76
14 98,48 87,7
15 94,36 98,14
16 94,67 94,18
Mittelwerte 97,67 89,63 92,688
120
§ |10 =T = ]
o)
N .
| 9
- 80
3
= 60 1
To)
-
0
O | 40 -
S~
20 1
0 Patienten ohne Patienten mit
Kontrollpersonen  gimylation mit fMLP  Stimulation mit fMLP
Abbildung 10:

Prozentanteil CD15 positiver Zellen in der lUber Percoll angereicherten Gra-
nulozytenpopulation nach FACS-Analyse der CD15 Markierung
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3.1.3. Expression des myeloischen Differenzierungsantigens CD33

Das CD33 Oberflachenantigen wird auf myelomonozytéren Vorlauferzellen ex-
primiert (Janeway et al. 2005).Die FACS-Analysen an den Granulozytenfraktio-
nen zeigten bei den Kontrollen eine groBe Variation CD33 positiver Zellen, wah-
rend bei den Patienten im Vergleich zu den gesunden Personen die Frequenz
der CD33 positiven Vorlauferzellen eher erniedrigt zu sein schien. Nach Stimu-
lation mit fMLP lie sich bei den getesteten Patienten fast immer ein Anstieg
der CD33 positiven Zellen beobachten.

Die M. Behcget Patienten zeigten ohne Stimulation mit fMLP eine statistisch sig-
nifikant verminderte Expression des CD33 Antigens gegeniber den nicht mit
fMLP stimulierten gesunden Kontrollpersonen (p-Wert = 0,015). Es zeigte sich
ebenfalls eine statistisch signifikante Erhéhung in der Expression des CD33
Antigens der mit fMLP stimulierten neutrophilen Granulozyten von M. Behcget
Patienten gegenuber den nicht mit fMLP stimulierten neutrophilen Gra-
nulozyten von M. Behget Patienten (p-Wert = 0,035) .

Jedoch ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied in der Expression
des CD33 Antigens zwischen den nicht mit fMLP stimulierten gesunden Kon-
trollpersonen und den mit fMLP stimulierten neutrophilen Granulozyten von M.
Behcet Patienten (p-Wert = 0,74).

Tabelle 9:
Prozentanteil CD33 positiver Zellen in der lUber Percoll angereicherten Gra-
nulozytenpopulation nach FACS-Analyse der CD33 Markierung

Kontrollen Patienten ohne Stimulation Patientin nach 2h Stimulation
mit fMLP

Anzahl CD33 positiver Anzahl CD33 positiver Anzahl CD33 positiver Zellen

Zellen in % Zellen in % in %
1 1,99 0,19 3,35
2 0,32 1,08 20,04
8 2,46 0,55 6,43
4 3,93 2,41 0,51
5 7,83 0,63 28,3
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Kontrollen Patienten ohne Stimulation Patientin nach 2h Stimulation

mit fMLP
6 8,62 5,37
7 24,89 0,04
8 1,13 1,65
9 73,55 0,5
10 0,21
11 1,25
12 2,3
13 0,41
14 1,14
15 1,8
16 7.4

Mittelwerte 13,86 1,68 11,726
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Abbildung 11:
Prozentanteil CD33 positiver Zellen in der Uber Percoll angereicherten Gra-

nulozytenpopulation nach FACS-Analyse der CD33 Markierung
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3.1.4. Expression des Antigens CD83

Das CD83 ist ein Marker fiur reife, aktivierte dendritische Zellen und zum Teil
auch fur aktivierte Lymphozyten. Aufgrund seiner immunglobulindhnlichen Do-
mé&nen und seines Expressionsmusters wird CD83 eine wichtige Rolle in der
Antigenprasentation und/oder den zellularen Interaktionen, die der Lymphozy-
tenaktivierung folgen, zugesprochen. Fir myelomonozytére Zellen bzw. Gra-
nulozyten wurde beschrieben, dass sie dieses Antigen im Rahmen einer Wei-
terdifferenzierung zu Granulozyten mit Befahigung zur Antigenprasentation wie
bei dendritischen Zellen exprimieren. Im Unterschied zu den Kontrollen schei-
nen die Granulozytenfraktionen der Patienten eher geringere Anteile an CD83
positiven Zellen aufzuweisen.

Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied in der Expression des
CD83 Antigens zwischen den gesunden Kontrollpersonen und den nicht mit
fMLP stimulierten neutrophilen Granulozyten von M. Behcet Patienten (p-Wert =
0,38), zwischen den gesunden Kontrollpersonen und den mit fMLP stimulierten
neutrophilen Granulozyten von M. Behcget Patienten (p-Wert = 0,93) und auch
nicht zwischen den unstimulierten und den den mit fMLP stimulierten neutrophi-

len Granulozyten von M. Behget Patienten (p-Wert = 0,17).

Tabelle 10:
Prozentanteil CD83 positiver Zellen in der lUber Percoll angereicherten Gra-
nulozytenpopulation nach FACS-Analyse der CD83 Markierung

Kontrollen Patienten ohne Stimulation Patientin nach 2h Stimulati-
mit fMLP on mit fMLP
Anzahl CD83 positiver Anzahl CD83 positiver Anzahl CD83 positiver
Zellen in % Zellen in % Zellen in %
1 0,04 0,21 2,48
2 31,89 3,8 15,26
3 15,98 2,55 6,99
4 2,18 4,47 3,28
5 23,19 3,46
6 25,75 11,24
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Kontrollen Patienten ohne Stimulation Patientin nach 2h Stimulati-
mit fMLP on mit fMLP
7 2,01 0,89
8 2,18 2,58
9 2,49
10 1,5
11 3,19
12 3
13 1,84
14 2,3
15 1,9
16 12,32
Mittelwerte 12,90 3,61 7,00
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Abbildung 12:

Prozentanteil CD83 positiver Zellen in der (iber Percoll angereicherten Gra-
nulozytenpopulation nach FACS-Analyse der CD83 Markierung
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3.2. Durchflusszytometrische Bestimmung der intrazellularen Expression

von Interferon-y in der angereicherten Granulozytenfraktion

3.2.1. Intrazellulare Expression von Interferon-y in neutrophilen Granulozyten

bei Patienten mit M. Behget im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen

Bei 9 gesunden Probanden und 9 Patienten mit M. Behget wurde durchflusszy-
tometrisch der Anteil der intrazellular Interferon-y positiven Zellen an den CD
66b positiven Zellen der angereicherten Granulozytenfraktion ermittelt. CD 66b
wird von reifen aktivierten Granulozyten und Meta-Myelozyten, aber nur
schwach von Myelozyten des Knochenmarkes exprimiert. Periphere Monozyten
im Blut sowie Lymphozyten exprimieren keine signifikanten Mengen dieses An-
tigens. Mit Hilfe des Antigens CD 66b sollten damit Granulozyten von mo-
nozytaren Zellen, die in der angereicherten Granulozytenfraktion noch enthalten

sein konnten, weitestgehend unterschieden werden.

Abbildung 13:

Density Plot der FACS-Analyse der Granulozytenfraktion eines gesunden Pro-
banden nach Immunfloureszenzmarkierung mit dem PE-Cy-7 markierten anti-
Interferon-y Antikérpers (Y-Achse) und dem FITC markierten anti-CD66b Anti-
kérper (X-Achse)
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Bei den gesunden Kontrollpersonen konnte intrazellular nur in zwei von neun
Fallen und nur in minimaler Menge Interferon-y nachgewiesen werden (Tabel-
le 11). Bei Patienten mit M. Behget wurde in neun von neun Fallen Interferon-y

nachgewiesen (Tabelle 12).

Tabelle 11:
Prozentualer Anteil der intrazellulér Interferon-y positiven / CD 66b positiven
Zellen (Granulozyten) bei gesunden Probanden entsprechend der FACS-

Analyse
Kontrollpersonen CD 66b + / INF y - CD 66b + /INF y +
1 99,9% 0,1%
2 99,8% 0,2%
3 100,0% 0,0%
4 99,9% 0,1%
5 100,0% 0,0%
6 99,9% 0,1%
7 100,0% 0,0%
8 99,7% 0,3%
9 99,9% 0,1%
Mittelwert 99,9% 0,1%
Range 99,7 - 100 % 0-0,3%
Tabelle 12:

Prozentualer Anteil der intrazellulér Interferon-y positiven / negativen Zellen an
den CD 66b positiven Zellen (Granulozyten) bei den getesteten Patienten mit

M. Behget entsprechend der FACS-Analysen

Patienten CD 66b + /INF y - CD 66b + /INF y +
1 98,8% 1,2%
2 99,6% 0,4%
3 99,6% 0,4%
4 99,7% 0,3%
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5 99,4% 0,3%

6 98,3% 1,4%

7 98,0% 1,9%

8 92,5% 7,4%

9 97,7% 2,3%

Mittelwert 98,2 % 1,8%
Range 92,5-99,7% 0,3-7,4%

3.2.2. Intrazellulare Expression von Interferon-y in neutrophilen Granulozyten
nach Stimulation mit fMLP bei Patienten mit M. Behget im Vergleich zu gesun-
den Kontrollpersonen

&

omp-FITC-A

Abbildung 14:

Density Plot der FACS-Analyse der Granulozytenfraktion eines M. Behget Pa-
tienten: Immunfloureszenzmarkierung mit dem PE-Cy-7 markierten anti-
Interferon-y Antikérper (Y-Achse) und dem FITC markierten anti-CD66b Anti-
kérper (X-Achse)

Bei 9 gesunden Probanden und 9 Patienten mit M. Behget wurde nach Stimula-

tion mit fMLP durchflusszytometrisch in den CD 66b positiven Zellpopulationen
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der angereicherten Graulozyten der Anteil der intrazellular Interferon-y positiven
Zellen ermittelt (Tabelle 13).
Unter den gesunden Probanden fand sich aul3er in zwei von neun Fallen ein
geringer Anteil Interferon-y positiver /CD 66b positiver Zellen (0,1 — 3,7%).
Es zeigten sich statistisch signifikante Erhohungen der intrazellularen INF-y
Produktion von CD66b positiven Zellen
- der mit fMLP stimulierten Kontrollpersonen gegenuber den nicht mit
fMLP stimulierten Kontrollpersonen (p-Wert = 0,018)
- der nicht mit fMLP stimulierten M. Behget Patienten gegenuber den
nicht mit fMLP stimulierten Kontrollpersonen (p-Wert = 0,0004)
- der mit fMLP stimulierten M. Behget Patienten gegeniber den mit
fMLP stimulierten Kontrollpersonen (p-Wert = 0,038).

Keinen statistisch signifikanten Unterschied in der intrazellularen INF-y Produk-
tion zeigte der Vergleich zwischen unstimulierten und mit fMLP stimulierten
CD66b positiven Zellen von M. Behget Patienten (p-Wert = 0,31).

Tabelle 13:
Prozentualer Anteil der intrazelluldr Interferon-y positiven / CD 66b positiven
Zellen (Granulozyten) bei gesunden Probanden nach Stimulation mit fMLP ent-

sprechend der FACS-Analyse

Kontrollpersonen CD 66b + /INF y - nachfMLP  CD 66b + / INF y + nach
Stimulation fMLP Stimulation
1 99,9% 0,1%
2 99,9% 0,0%
3 98,3% 1,7%
4 99,8% 0,2%
5 99,0% 1,0%
6 99,8% 0,0%
7 99,9% 0,1%
8 96,2% 3,7%
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Kontrollpersonen CD 66b + /INF y - nachfMLP CD 66b + / INF y + nach
Stimulation fMLP Stimulation
9 99,6% 0,3%
Mittelwert
Range 98,3 -99,9% 0-3,7%
Tabelle 14:

Prozentualer Anteil der intrazellulér Interferon-y positiven CD 66b positiven Zel-
len (Granulozyten) bei Patienten mit M. Behget nach Stimulation mit fMLP ent-

sprechend der FACS-Analyse

Patienten CD 66b + / INF y - nachfMLP  CD 66b + / INF y + nach
Stimulation fMLP Stimulation
1 96,9% 3,0%
2 53,8% 46,2%
3 75,9% 24,1%
4 99,6% 0,4%
5 99,5% 0,2%
6 99,0% 0,7%
7 99,1% 0,9%
8 96,7% 3,3%
9 97,6% 2,3%
Mittelwert
Range 53,8 - 99,6% 0,2 - 46,2%
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Abbildung 15:
Prozentualer Anteil der intrazellulér INF-y positiven und CD 66b positiven Zellen
(Granulozyten) bei Patienten mit M. Behget mit und ohne Stimulation mit fMLP

entsprechend der FACS-Analyse
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4. DISKUSSION

Patienten mit M. Behget sollen nach verschiedenen Autoren hyperaktive Gra-
nulozyten aufweisen, die durch proinflammatorische Funktion zu den fir die
Erkrankten spezifischen Hautlasionen fuhren. In Voruntersuchungen der Ar-
beitsgruppe hatten sich Hinweise fir ein Vorkommen von IFN-y in den Gra-
nulozyten der Patienten mit M. Behcet ergeben .

In dieser Arbeit konnte bei M. Behcget Patienten in unstimulierten Granulozyten
intrazellular IFN-y nachgewiesen werden im Gegensatz zu unstimulierten
neutrophilen Granulozyten gesunder Probanden.

Die bisherigen experimentellen und klinischen Untersuchungen zur Ursache
des M. Behcget deuten darauf hin, dass wahrscheinlich eine Stérung der ange-
borenen Immunitat dem Pathomechanismus zugrunde liegen kdnnte. Es ist eine
Krankheit, die mit einem ausgepragten Th1-Zytokinprofil in Verbindung ge-
bracht wurde (Sugi-lkai et al. 1998, Frassanito et al. 1999, Freysdottir et al.,
1999 Gl et al. 2000).

Weiteres Merkmal der Erkrankung ist die hohe Pravalenz von HLA-B51. An
transgenen Mausen, in denen HLA-B51 mit und ohne humanes 32 Mikroglobu-
lin zur Expression gebracht wurde, konnte gezeigt werden, dass es nach Stimu-
lation mit dem bakteriellen chemotaktischen Peptid fMLP in den Tieren zu einer
gesteigerten Produktion von Sauerstoffradikalen in Granulozyten kam, ahnlich
wie es bei den HLA-B51 positiven gesunden und kranken Personen beobachtet
werden konnte (Takeno et al. 1995). Bei den in dieser Arbeit untersuchten
Oberflachenmarkern der unstimulierten und stimulierten Granulozyten von M.
Behget Patienten und gesunden Kontrollpersonen konnten mit Ausnahme der
Tendenz einer leicht vermehrten Expression von CD11b auf Granulozyten von
M. Behget Patienten keine phanotypischen Unterschiede zwischen Patienten
und gesunden Kontrollpersonen als Zeichen von Hyperaktivitdt ausgemacht
werden.

Die vermehrte Expression von Adhasionsmolekllen wie CD11b kdnnte Aus-
druck einer starkeren Chemotaxis sein, die wahrscheinlich durch ein verénder-

tes Zytokinprofil in der Erkrankung bedingt ist.
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Unterschiedliche Untersuchungen zeigten wiederholt eine Uberexpression von
proinflammatorischen Zytokinen wie IFN-y und TNFa sowohl im Serum, als
auch in Lymphozyten (Mege et al. 1993, Sayinalp et al., Yamashita et al. 1997,
Sugi-lkai et al. 1995, Frassanito et al. 2000, Freysdottir et al. 2000, Hamazaoui
et al. 2002).

Von IFN-y wei3 man, dass es als proinflammatorisches Zytokin bei Krankheiten
mit einem Th1-Profil erhéht ist und Th2-Zellen hemmen kann (Janeway et al.
2005). AuBerdem ist bekannt, dass IFN-y antigenprasentierende Zellen (APC)
aktiviert und die Th1-Differenzierung durch die Hochregulierung des
Transkriptionsfaktors T-bet férdert (Lighvani et al. 2001).

In einer Studie von Sugi-lkai et al. (1995) wurden CD4+ und CD8+ T-Zellen auf
ihre IFN-y Produktion untersucht. Patienten mit M. Behget hatten eine signifi-
kant hGhere Menge an intrazellularem IFN-y im Vergleich zur gesunden Kon-
troligruppe und zu immunsuppressiv behandelten Patienten (Sugi-lkai et al.
1995). In einer weiteren Arbeit beschrieben Hamazaoui et al. (2002) eine Erho-
hung von IFN-y im Serum und in CD4+ T-Zellen von Patienten mit aktivem M.
Behget, verglichen mit Patienten in Remission und gesunden Probanden (Ha-
mazaoui et al. 2002). Die Gruppe um Freysdottir bestéatigte ebenso eine erhdhte
IFN-y Produktion im peripheren Blut von Patienten mit aktivem M. Behcet
(Freysdottir et al. 2000).

Ein weiteres Indiz fur die Bedeutung von IFN-y flr den Pathomechanismus der
Erkrankung ist, dass Frassantino nicht nur eine Erh6hung der IFN-y Konzentra-
tion in T-Lymphozyten von M. Behget Patienten fand, sondern dass er auch
zeigen konnte, dass sie unter einer immunsuppressiven Therapie sank (Fras-
sanito et al. 1999).

Die im letzten Abschnitt zitierten Arbeiten zeigten alle eine Erhdhung des Th1-
Zytokins IFN-y, wohingegen 1998 Raziuddin mit seiner Arbeitsgruppe eine defi-
ziente IFN-y Produktion in stimulierten PBMC’s der Patienten beobachtete. Er
folgerte daraus eine geringere Anzahl von IFN-y produzierenden Zellen bzw.
eine eingeschrankte Funktion dieser Zellen bei an M. Behcget erkrankten Patien-
ten. Die Studie zeigte eine Erh6hung der Th2-Zytokine: IL 4, IL 10 und IL 13,
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aber auch eine normale IL 2 Sekretion. Daraus schlussfolgerte Raziuddin, dass
M. Behget keine strenge Th1- oder Th2-assoziierte Erkrankung sei, sondern
vielmehr eine komplexe Interaktion zwischen unterschiedlichen Zytokinen in der
Pathogenese eine Rolle spiele (Raziuddin et al. 1998).

Der groBe Vorteil in der Bestimmung der Zytokine mittels FACS Analyse be-
steht in der Moglichkeit Zytokin und produzierende Zelle durch Mehrfachmarkie-
rung eventuell zuordnen zu kénnen.

Granulozyten kénnen durch verschiedene Stimuli in ihrer Aktivitat beeinflusst
werden. Dazu z&hlen bakterielle Produkte, antimikrobielle Peptide, wie Defensi-
ne, verschiedene Zytokine und Chemokine. Bei fMLP handelt es sich um einen
Vertreter der formyl-Peptide, die von allen Bakterien gebildet werden (Schiff-
mann et al. 1975). Nachdem auf der Zelloberflache von neutrophilen Granulozy-
ten ein Rezeptor mit hoher Affinitdt zu fMLP nachgewiesen werden konnte,
ergaben weitere Untersuchungen, dass sich neutrophile Granulozyten in Rich-
tung eines fMLP Gradienten bewegen (Schiffmann et al. 1975).

Der Gruppe um Ellis war es schon gelungen, eine IFN-y Produktion in neutro-
philen Granulozyten als Antwort auf eine Vielzahl von Infektionserregern nach-
zuweisen (Ellis et al. 2004). Zwei Jahre zuvor konnten Ellis et al. zeigen, dass
nach einer Lungeninfektion mit dem Erreger Nocardia asteroides, Neutrophile
sogar die einzige Quelle von IFN-y darstellen kénnen (Ellis et al. 2002).

In der vorliegenden Arbeit fihrte eine Stimulation mit fMLP zu einer vermehrten
Expression von IFN-y in Granulozyten. Durchflusszytometrisch fand sich auch
vor Stimulation schon vermehrt intrazellular IFN-y in neutrophilen Granulozyten
erkrankter Patienten im Vergleich zu den gesunden Probanden.

Nach Stimulation mit fMLP zeigten die Neutrophilen der gesunden Probanden
eine Erhéhung der IFN-y positiven Zellen. Bei den an M. Behget erkrankten Pa-
tienten fand sich nach Stimulation mit fMLP eine noch deutlichere Zunahme der
intrazellular IFN-y positiven Zellen.

Was die IFN-y Produktion bei Neutrophilen insbesondere im Rahmen der ange-
borenen Immunitat bedeutet, ist ungeklart. Bekannt ist eine Verzégerung der

Apoptose von Neutrophilen durch Typ | und Typ Il Interferone. Diese Verzdge-
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rung der Apoptose erfolgt Uber Aktivierung des JAK2-STAT3 Pathways, worauf
es zu einer Hochregulierung des zellularen Apoptose-Inhibitors (clIAP2) kommt.
clAP2 bindet an spezifische Caspasen, eine Gruppe intrazellularer Cysteinpro-
teasen, und blockiert so deren proapoptotische Wirkung (Sakamoto et al. 2005).
Es konnte gezeigt werden, dass das Uberleben der Granulozyten von 48 auf 96
h gesteigert werden konnte (Sakamoto et al. 2005).

Méglicherweise fuhrt diese durch IFN-y induzierte Apoptoseverzégerung zu ei-
ner langeren Verweildauer der neutrophilen Granulozyten in den entziindeten
Geweben. Somit kénnte es bei M. Behget Patienten zwar zu einer wirksamen
Bekampfung von Pathogenen, aber eben auch zu einer starkeren Schadigung

des Gewebes durch aktivierte neutrophile Granulozyten kommen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Der M. Behget ist eine Multisystemerkrankung mit bis heute ungeklarter Patho-
genese. Charakteristisch ist der Symptomenkomplex aus Haut- und Schleim-
hautlasion (Hautvaskulitis, oraler und genitaler Aphtose) und okularer Entzln-
dung. Wahrscheinlich liegt eine Stérung der angeborenen Immunitdt dem Pa-
thomechanismus zugrunde. Es ist eine Krankheit, die hauptsachlich mit einem
ausgepragten Th1-Zytokinprofil in Verbindung gebracht wird, wobei vor allem
fir IFN-y eine Erh6hung im Blut berichtet wurde. In dieser Arbeit zeigten
neutrophile Granulozyten der an M. Behget erkrankten Patienten im Vergleich
zu gesunden Probanden ein erhdhtes Vorkommen an IFN-y positiven Zellen.
Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass IFN-y durch fMLP sowohl bei ge-
sunden Probanden als auch bei Erkrankten induziert wird. Zur schon friher be-
obachteten Hyperreaktivitdt der neutrophilen Granulozyten kénnte eine ver-
mehrte IFN-y Produktion beitragen und im Sinne der durch IFN-y induzierten
Apoptoseverzogerung zu einer langeren Verweildauer der neutrophilen Gra-
nulozyten in entziindlichen Geweben fihren.

Bisher lieBen sich keine Hinweise fur eine genetische Ursache solcher Veran-
derungen finden oder eine Korrelation zu dem assoziierten pradisponierenden
Antigen HLA-B51 zeigen.

Diese Arbeit liefert weitere Hinweise, dass ein veréandertes Zytokinprofil der Er-
krankung zugrunde liegt. Insbesondere deutet sie daraufhin, dass eine erhbhte
IFN-y Produktion in Granulozyten fir den Pathomechanismus der Erkrankung

eine wichtige Bedeutung besitzen kénnte.
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