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Kurzreferat

Pravalenz feto-maternaler Mikrochimerismen bei Patientinnen mit rheumatoider Arthritis

oder systemischem Lupus erythematodes und deren Einfluss auf den Krankheitsverlauf

Magdeburg 2013, 69 Blatt, 3 Abbildungen, 35 Tabellen, 10 Anlagen

Wahrend der Schwangerschaft kommt es zu einem diaplazentaren Austausch wvon
mitterlichen und kindlichen Zellen. Einige dieser Zellen persistieren in dem jeweils anderen
Organismus und werden dann als Mikrochimerismus (MC) bezeichnet. Um den Zeitpunkt der
Geburt kann am hé&ufigsten kindliche DNA im Blut der Mutter nachgewiesen werden, die
physiologischer Weise nach Tagen bis Wochen verschwindet. Auffallig ist, dass bei einigen
Frauen noch Jahre oder Jahrzehnte spater ein MC nachgewiesen werden kann, auch wenn es
keine Hinweise auf andere Quellen fur den MC gibt, wie zum Beispiel Aborte oder
Fremdbluttransfusionen.

Da in Studien bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen eine hohe Prévalenz von MC
gefunden werden konnte, wird vermutet, dass sich das Auftreten von MC und die Entstehung
von Autoimmunerkrankungen gegenseitig beeinflussen. Der Einfluss von MC auf den
Langzeitverlauf von Autoimmunerkrankungen ist bisher kaum untersucht. Daher wurden in
dieser Arbeit neben der Pravalenz des fetalen MC auch krankheitsspezifische Parameter und
der Krankheitsverlauf in Abhéangigkeit von einem nachgewiesenen MC untersucht.
Stellvertretend fir die groRe Gruppe der Autoimmunerkrankungen wurden die
Krankheitsbilder rheumatoide Arthritis (RA) und der systemische Lupus erythematodes
(SLE) gewdhlt. Die Untersuchung auf das DY S14-Gen, das auf dem Y Chromosom liegt und
zum Nachweis des vom Sohn stammenden feto-maternalen MC genutzt wird, umfasste 73
Frauen mit RA, 16 Frauen mit SLE und 54 gesunde Kontrollen. Die Pravalenz des MC lag in
der SLE Gruppe bei 31% und bei 18% in der RA Gruppe. Damit treten in beiden Gruppen
signifikant haufiger MC auf als bei den Kontrollen (3,7%). Beim Vergleich der
Krankheitsparameter in Abhangigkeit vom Vorliegen eines MC konnte weder in der RA

Gruppe noch in der SLE Gruppe ein signifikanter Unterschied gefunden werden.
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1 Einfihrung

Erkrankungen, bei denen sich die Abwehrmechanismen des Korpers gegen korpereigene
Strukturen richten, werden als Autoimmunerkrankungen bezeichnet. Die Ursachen, die der
Krankheitsentstehung zu Grunde liegen, sind noch weitgehend unklar. Die rheumatoide
Arthritis (RA) und der systemische Lupus erythematodes (SLE) sind zwei Erkrankungen, die
beispielhaft fur die Gruppe der Autoimmunerkrankungen des rheumatischen Formenkreises

stehen.

1.1 Die rheumatoide Arthritis

Die RA ist eine chronische Erkrankung der Gelenke, die 0,5% bis 1% der Bevolkerung
betrifft. Im Verlauf der Erkrankung kann es zu einer Zerstérung von Gelenken kommen. Aber
auch Sehnen, Sehnenscheiden, Schleimbeutel, sowie Augen und innere Organe koénnen
betroffen sein. Die RA ist in Deutschland die haufigste entzlindliche Erkrankung der Gelenke.
Die Krankheit entwickelt sich meist zwischen dem 25. und 50. Lebensjahr, kann aber auch in
jedem anderen Lebensalter auftreten. Die Haufigkeit nimmt mit steigendem Alter zu. Frauen

entwickeln drei Mal haufiger eine rheumatoide Arthritis als Manner [41].

1.1.1 Atiologie und Pathogenese

Trotz intensiver Forschung ist die Ursache fir die Entstehung der RA noch unbekannt. Es
wird davon ausgegangen, dass eine unzureichende oder fehlgeleitete Immunantwort des
Organismus auf bisher nicht identifizierte Antigene vorliegt. Als Antigene kommen
Bakterien, Viren (z.B. das Epstein-Barr-Virus) oder korpereigene antigen wirkende
Substanzen wie Kollagen in Frage. Die Forschung konnte in den letzen Jahren bestatigen,
dass auch eine genetische Krankheitsdisposition besteht. Etwa 70% der Erkrankten tragen das
Erbmerkmal HLA-DR4, das aber auch bei 30% der Normalbevolkerung gefunden werden
kann [94].

Wie bei vielen anderen Autoimmunerkrankungen tritt die RA bei Frauen im Verhaltnis 3:1
haufiger als bei Mannern auf. Bei anderen Autoimmunerkrankungen ist dieses Verhaltnis
noch starker ausgepragt, zum Beispiel beim systemischen Lupus erythematodes (9:1) oder bei
der Hashimotothyreoiditis (25:1 bis 50:1). Ostrogene haben hierbei Einfluss auf die
Krankheitsentwicklung, da sie auf Zellen einwirken, die an dem Entziindungsprozess beteiligt

sind. B-Lymphozyten sind resistenter gegen Apoptose, wenn sie zuvor Ostrogenen ausgesetzt
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waren [63]. Auf T-Lymphozyten wirken Ostrogene ebenfalls modulierend, indem die T-
Lymphozyten-Antwort in Richtung Th2-Antwort verschoben wird [63].

Ob Nullipara ein eigenstandiger Risikofaktor fir die Erkrankung an einer RA ist, wird
aufgrund der nicht eindeutigen Datenlage noch diskutiert [18, 37, 38, 40, 49, 86, 93]. Neben
anderen konnten Guthrie et al. zeigen, dass nach Schwangerschaften das Risiko, an einer RA
zu erkranken, signifikant im Vergleich zu Nullipara erniedrigt ist [31]. Ob orale
Antikontrazeptiva oder das Stillen ein Risikofaktor fir RA sind, konnte ebenfalls noch nicht
eindeutig geklart werden [18, 49, 93].

1.1.2 Diagnostik und Therapie der rheumatoiden Arthritis

Bei der korperlichen Untersuchung zeigen die Patienten im typischen Fall eine symmetrische
Schwellung und Schmerzhaftigkeit der Hand-, Fingergrund- und/oder Fingermittelgelenke,
die mit Bewegungseinschrankungen einhergehen. Ein Querdruckschmerz findet sich an den
Metacarpophalangealgelenken  (MCP) und/oder den Metatarsophalangealgelenken. Zu
Beginn kommt es zu einer Synovitis, die ohne addquate Therapie im ldngeren Verlauf zu
irreversiblen Schaden an Knorpel und gelenknahem Knochen fihrt [41]. Die
Diagnosestellung orientierte sich dabei bisher an den Kriterien des American College of
Rheumatology (ACR) von 1987. Eine RA galt beim Vorliegen von mindestens 4 der 7
Kriterien als gesichert [5].

1. Morgensteifigkeit der Gelenke von mindestens 1 h Dauer

2. Arthritis von 3 oder mehr Gelenkbereichen: Weichteilschwellung oder Erguss
gleichzeitig an mindestens 3 Gelenken

3. Arthritis der Hand- oder Fu3gelenke: Schmerzen und Schwellung von
Handwurzelgelenken, PIP, MCP

4. Symmetrische Arthritis: Gleichzeitiger Befall desselben Gelenkbereichs beider
Kdrperhélften

5. Subkutane Knoten tiber Knochenvorspriingen oder Extensorflachen oder in

juxtaartrikularem Bereich (Rheumaknoten)
6. Nachweis des Rheumafaktors (RF) im Serum

7. Typische Rontgenveranderungen der Hande: Gelenknahe Osteoporose u./o. Erosionen



2010 haben ACR und EULAR neue Klassifikationskriterien veroffentlicht, in denen die
Spatsymptome der RA, wie zum Beispiel radiologische Verdnderungen, an Bedeutung
verlieren [2]. Laborchemische Entzlindungsparameter und die Autoimmundiagnostik erhielten
einen hoheren Stellenwert, damit die RA schon in Frihstadien diagnostiziert werden kann.
Bei der neuen Klassifikation werden Punktwerte von 0 bis 10 vergeben, ab 6 Punkten wird
von einer RA gesprochen [2]:

o Gelenkbeteiligung: Art/Anzahl der betroffenen Gelenke (bis zu 5 Punkte)

o serologische Parameter: RF, CCP-AK (bis zu 3 Punkte)
¢ erhohte Blutsenkungsgeschwindigkeit oder Erhéhung des CRP (1Punkt)
e Beschwerdepersistenz von sechs Wochen oder langer (1 Punkt)

Bei einem akuten Erkrankungsbeginn sind typischerweise die Blutsenkungsgeschwindigkeit
und das CRP erhoht. Zu den prognostisch ungunstigen Faktoren gehort die Présenz von
Autoantikdrpern (RF, CCP-AK), das Auftreten von Knochenerosionen frilhzeitig im

Krankheitsverlauf und eine hohe allgemeine Entziindungsaktivitat [28, 101, 102].

Der RF ist ein haufig bei der RA auftretender Autoantikdrper, er tritt aber auch bei anderen
Erkrankungen auf. Es handelt sich um einen Antikorper der Klasse IgM, der gegen die Fc-
Region von 1gG-AK gerichtet ist. Im Anfangsstadium der RA ist der RF oft noch nicht
nachweisbar, im Verlauf der Erkrankung kann der RF aber bei 70-80% der Patienten
gefunden werden. Ist der Titer des RF sehr hoch, ist der Krankheitsverlauf oft schwerer.
Bleibt der RF im Verlauf negativ, obwohl die RA-Kriterien erflllt sind, wird von einer
seronegativen RA gesprochen. Auch bei 20% der Gesunden kann im hoheren Lebensalter
(60.-70. Lebensjahr) ein RF nachgewiesen werden [41]. Die CCP-AK sind hochspezifisch fir
RA und wurden daher in die neuen ACR Kiriterien fiir die Klassifikation der RA einbezogen,

um eine sichere und frihzeitige Diagnostik zu ermdglichen.

Das konventionelle Rontgen hat einen hohen Stellenwert in der Beurteilung der Zerstérung
der kndchernen Gelenkanteile durch den chronischen Entziindungsprozess bei der RA. Durch
verschiedene Scoring-Methoden konnen Verdnderungen im RoOntgenbild, zum Beispiel
Erosionen an den Gelenken, semiquantitativ beurteilt werden [88]. Der mit Scoring-Methoden
gemessene Destruktionsgrad der Gelenke korreliert mit der klinischen und serologischen

Krankheitsaktivitat, allerdings mit einer zeitlichen Verzdgerung von sechs bis zwolf Monaten
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[85, 89]. Eine einfache Methode zur globalen Bewertung des Destruktionsgrades ist die 1949
veroffentlichte Steinbrocker-Klassifikation [50, 88, 89]. Dabei erfolgt eine Einteilung der

Gelenkverénderungen in vier Schweregrade:

e Grad 1: keine Veranderungen, evtl. gelenknahe Osteoporose

e Grad 2: Erosion, evtl. Osteoporose/Gelenkspaltverschmalerung
e Grad 3: Erosionen und Subluxation/Fehlstellung

e Grad 4: Ankylose

Das Stadium orientiert sich an dem am stérksten betroffenen Gelenk. Die radiologischen

Verénderungen lassen aber nur bedingt auf die funktionelle Behinderung schlief3en [89].

Die medikamentdse Therapie der RA umfasst eine ausreichende Analgesie mit nicht-
steroidalen Antiphlogistika und eine Reduzierung der Entzindungsaktivitat durch Gabe von
Glukokortikoiden, Basistherapeutika und Biologicals [41]. Zur Langzeittherapie eignen sich
insbesondere die Basistherapeutika (auch ,,disease modifying anti rheumatic drugs“ genannt),
die eine Remission bzw. Reduktion der Entzindung induzieren. Zu dieser
Medikamentengruppe gehdren: Azathioprin, Chloroquin-Préparate, Sulfasalazin, Gold-
Préaparate, Leflunomid und Methotrexat. Bei ungenligendem Ansprechen auf die Basistherapie
kénnen mit Biologicals gute Ergebnisse erzielt werden. Zu ihnen zahlen: Adalimumab,

Anakinra, Cimzia, Etanercept, Infliximab, Orencia, Rituximab, Simponi und Tocilizumab.

1.1.3 Rheumatoide Arthritis und Schwangerschaft

Wahrend der Schwangerschaft kommt es bei RA Patientinnen haufig zu einer Besserung der
Gelenksymptomatik im dritten Trimenon. Bei mehr als 75% der RA-Patientinnen kommt es
auch zu einer Verbesserung im ersten oder zweiten Trimenon. Als Ursache werden eine
vermehrte IL-10 Expression (ein anti-inflammatorisches Zytokin), die a-Fetoprotein-
Produktion und verénderte Zell-Interaktionen wéhrend der Schwangerschaft diskutiert. Nach
der Entbindung kommt es bei 90% der RA Patientinnen aber innerhalb einiger Wochen oder
Monate zu einem neuen Krankheitsschub mit einem Anstieg des RF-Titers [41].

1.2 Der systemische Lupus erythematodes

Der systemische Lupus erythematodes (SLE) gehort zu den entzundlichen

Bindegewebserkrankungen (Kollagenosen), die nicht zu Gelenkdestruktionen fihren.



Typisch ist der Multiorganbefall. Die Préavalenz des SLE liegt bei 5 Erkrankungen pro 10 000
Einwohner. Diese Autoimmunerkrankung ist gekennzeichnet durch das Auftreten von
Autoantikdérpern gegen Zellkernsubstanzen wie native Doppelstrang-DNA. Frauen sind bis zu
10-mal haufiger betroffen als Manner und das mittlere Manifestationsalter liegt zwischen dem
25.-35. Lebensjahr [41].

1.2.1 Atiologie und Pathogenese

Die Entstehung des SLE ist ebenfalls noch unbekannt. Da es zu Exazerbationen eines SLE
wéhrend einer viralen oder bakteriellen Infektion kommen kann, gelten mikrobielle
Substanzen, zum Beispiel im Rahmen einer Ebstein-Barr-Virusinfektion, als mdgliche
Krankheitsausloser. Besondere Bedeutung hat die gestorte Immunabwehr in der Pathogenese
des SLE. Es ist bekannt, dass die Interaktion zwischen B- und T-Lymphozyten gestort ist.
Neben einer polyklonalen B-Lymphozyten-Aktivierung mit einem T-Lymphozyten-
Suppressordefekt wurde eine gestorte Apoptose bei SLE Patienten nachgewiesen. Wie auch
bei der RA tritt beim SLE ein familiare Haufung auf. Bei den Verwandten von SLE-
Erkrankten finden sich hdufig serologische Autoimmunph&nomene. Verschiedene
Histokompatibilitatsantigene wie HLA-B8, -B15, -B19, -DR2 und -DR3 sind mit der
Krankheit assoziiert [41].

Warum das weibliche Geschlecht so viel haufiger betroffen ist als das mannliche, besonders
wéhrend der fertilen Jahre, ist noch nicht vollends verstanden. Es konnten auf dem inaktiven
X-Chromosom von Frauen Regionen gefunden werden, welche die Expression von CD40
Liganden auf den T-Zellen regulieren. Bei Frauen mit SLE waren diese Regionen im
Vergleich zu gesunden Frauen 6fter demethyliert, was zu einer vermehrten CD40 Liganden-
Expression fiuhrt. Hierdurch kommt es zu vermehrten Aktivierungssignalen zwischen T-
Zellen und B-Zellen [28]. Auch der Hormonmetabolismus weist bei Frauen und Mannern mit
SLE Besonderheiten auf, die zu der Krankheitsentwicklung betragen kénnen. Durch erhéhte
Ostrogen- und verringerte Androgenspiegel soll die Immunantwort der Korpers verstarkt sein.
Zudem konnen weibliche Sexualhormone das Uberleben von B-Zellen im peripheren Gewebe

begunstigen und die Autoantikorperproduktion steigern [28].



1.2.2 Diagnostik und Therapie des systemischen Lupus erythematodes

Die Symptome des SLE sind sehr vielgestaltig. Die Krankheitsaktivitat kann tber die Jahre
stark variieren. Der SLE kann viele verschiedene Organsysteme betreffen; es kann zu einer
muskulokutanen,  muskuloskelettalen,  kardiovaskuldren, renalen, zerebralen und
gastrointestinalen Manifestation kommen. Auch das hdmatologische System kann betroffen
sein [28].

Aktive Phasen der Erkrankung sind gekennzeichnet durch Fieberschiibe, Abgeschlagenheit
und ein allgemeines Krankheitsgefuhl. Auch kénnen Hautveranderungen, Synovitiden und
verschiedene viszerale Symptome Teil des Symptomkomplexes sein. Es kénnen mehrere oder
nur ein Organsystem betroffen sein, die Beteiligung verschiedener Organsysteme kann sich
im Krankheitsverlauf &ndern. Am hdufigsten kommt es zu symmetrischen Synovitiden und
Arthralgien, die denen der RA dahneln (90% der Patienten). Zudem finden sich oft
Hautverdanderungen (75% der Patienten), die sich als Erytheme, Plaques, Schleimhautldsionen
oder Vaskulitiden (Hautulzerationen, Nekrosen, Gangran) duRern. Die Beteiligung der Nieren
bestimmt maligeblich die Prognose des SLE. Durch eine Ablagerung von Immunkomplexen
bildet sich eine Glomerulonephritis, die ohne adaquate Therapie eine schlechte Prognose hat.
Bei jedem vierten Patient entwickelt sich im Laufe der Erkrankung eine Perikarditis. Eine
weitere Schadigung des Herzens kann durch vaskuldre Verédnderungen mit daraus
resultierenden Ischamien entstehen. Auch organische Hirnbeteiligungen sind gefiirchtete
Manifestationen des SLE. Typische neurologische Komplikationen sind Krampfanfélle,

Absencen, Psychosen, Hirnnervenausfalle und Schlaganfalle.

Die ACR Kilassifikationskriterien fur SLE eignen sich besonders fiir die Diagnosestellung bei

Patienten mit langer bestehender Krankheitsmanifestation [28, 72, 73].

Die  Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit  (BSG) ist als ein  allgemeiner
Entziindungsmarker in den aktiven Krankheitsphasen erhoht. Das CRP ist vornehmlich bei
einer zusatzlich auftretenden Serositis erhéht. Weitere Werte, die zur Diagnostik und
Differenzierung von anderen Kollagenosen bestimmt werden, sind Antikernfaktoren (ANA),
die Komplementfaktoren, bzw. deren Verbrauch, (C3, C4, CH50) und die Antikdper gegen
Doppelstrang-DNA (dsDNA-AK) [41].

Fur die Behandlung akuter Krankheitsschiibe eignen sich Glukokortikoide in hoher

Dosierung. In der Langzeittherapie des SLE sollten Glukokortikoide in inaktiven Phasen
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aufgrund des Nebenwirkungsspektrums vermieden oder nur niedrig dosiert werden. Zur
Langzeittherapie werden, &hnlich wie bei der RA, Basistherapeutika eingesetzt. Bei
hochaktiven Situationen mit drohendem Organversagen kommen Zytostatika wie

Cyclophosphamid zur Anwendung [41].

1.2.3 Systemischer Lupus erythematodes und Schwangerschaft

Die Schwangerschaft bei Patientinnen mit SLE ist mit besonderen Risiken fir Mutter und
Kind verbunden, weshalb friiher oft von Schwangerschaften bei Erkrankten abgeraten wurde.
Durch verbesserte Uberwachungs- und Therapiemdglichkeiten ist heute eine Schwangerschaft
trotz SLE vertretbar. Anders als bei der RA fiihrt die Schwangerschaft jedoch zu einer
Zunahme der Krankheitsaktivitdt. Die Plazenta und der Fetus konnen zu Zielen der
mutterlichen Autoantikorper werden. Dadurch kann es zu einem Abort oder zu spezifischen
Syndromen der passiv erworbenen Autoimmunitat kommen, wie z.B. dem neonatalen Lupus-
Syndrom. Die Prognose fiir Mutter und Kind sind am besten, wenn der SLE 6 bis 12 Monate

vor Empfangnis in Remission ist [41].



1.3 Definition und Bedeutung des Chimerismus in der Medizin

Das Wort Chimar entstammt der griechischen Mythologie, in der das Wort Xipoupa ein
Wesen beschreibt, das aus verschiedenen Lebewesen besteht, wie zum Beispiel einer Ziege,
einem LOowen und einer Schlange. In der Medizin wurde der Begriff erstmals durch Anderson
und Billingham im Jahr 1951 verwendet [23]. Sie bezeichneten mit dem Begriff Chimér einen
Organismus, dessen Zellen von zwei oder mehr Zygoten abstammen, dabei aber ein
einheitliches Individuum darstellt [19]. Zygoten sind diploide Zellen, die durch die
Verschmelzung haploider Gameten entstehen [24]. 1969 verdffentlichte Ford eine
Ubersichtsarbeit zu Mosaiken und Chiméren, in denen er den unterschiedlichen Ursprung fir

Chimerismen beschreibt [29].

Der Begriff Chimér oder auch Chimerismus kommt in verschiedenen Disziplinen der
Medizin, den Naturwissenschaften und auch den Geisteswissenschaften vor. Diese Arbeit

beschrankt sich auf die Betrachtung des Chimerismus in der Medizin.

Heute wird mit dem Begriff Chimar allgemein ein Organismus bezeichnet, der aus Zellen
unterschiedlicher Herkunft besteht [19]. Chimare im menschlichen Organismus kdnnen in
drei verschiedene Gruppen eingeteilt werden: Blutgruppenchimére, Immunchimére und
Strahlungschimére. Blutgruppenchiméare kdénnen zum Beispiel zweieiige Zwillinge sein, bei
denen plazentare Gefallanastomosen vorliegen: Erythrozyten und Blut bildende Zellen kénnen
dabei zwischen den Zwillingen ausgetauscht werden. Bei jedem Zwilling finden sich dadurch

Erythrozyten mit unterschiedlichen Blutgruppenmerkmalen.

Immunchimére treten auf, wenn auf einen immunkompetenten Organismus in der
Neonatalperiode lymphatische Zellen (bertragen werden und eine Immuntoleranz gegen die
Histokompatibilitatsantigenprodukte des Spenderstammes gebildet wird. Da das
Immunsystem noch nicht vollstandig entwickelt ist, kommt es dabei nicht zu einer Host-
versus-Graft-Reaktion, sondern zu einer endogenen Toleranz der Histokompatibilitats-AG der
Graft-Zellen, die zuvor appliziert wurden. Strahlungschimdren entstehen, wenn die eigene
physiologische Immunabwehr durch hohe Dosen ionisierender Strahlung zerstért wird und ein

neues Immunsystem entwickelt wird, z.B. bei einer Knochenmarktransplantation [19].

Kommen nur geringe Mengen organismusfremder Zellen oder DNA im Organismus vor,
werden sie als Mikrochimerismus (MC) bezeichnet. Die freie DNA oder noch intakte fremde

Zellen kdnnen im Blut des Empfangers zirkulieren oder sich in unterschiedlichen Geweben
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einnisten [69]. Die Entstehung eines MC kann vielfaltige Ursachen haben, die in natdrlich und
latrogen eingeteilt werden. Die h&ufigste Quelle fir einen natlrlichen MC ist der
bidirektionale Blutaustausch zwischen Mutter und Kind in der Schwangerschaft [79], ebenso
kann es auch bei Mehrlingsschwangerschaften und Aborten zum Blutaustausch kommen.
Doch auch bei manchen Frauen, die keinen Sohn haben, kann méannliche DNA gefunden
werden [108]. Als Quelle kommen dabei unbemerkte Spontanaborte, nicht entwickelte
méannliche Zwillinge und Geschlechtsverkehr in Frage.

Im Bereich der Transfusionsmedizin konnten erste Erfahrungen zum Chimerismus gesammelt
werden, als die Blutibertragung von Mensch zu Mensch méglich wurde. Voraussetzung fur
erfolgreiche Bluttransfusionen war das 1900 entdeckte ABO-Blutgruppensystem, das bis heute
neben weiteren Merkmalen die Kompatibilitat von Blut und Gewebe bestimmt [35]. Bei
ABO- inkompatiblen Transfusionen treten Alloantikorper (Isoagglutinine) gegen die ABO-
Blutgruppenantigene auf, die sehr lange persistieren koénnen. Klinisch relevante
Alloantikorper gegen Blutgruppenantigene treten erst nach einer Immunisierung infolge von
Transfusion oder Schwangerschaft auf, es bedarf also einer etwas gréReren Menge Blut [35].
Bluttransfusionen kdnnen zudem immunmodulatorische Effekte haben. Durch verschiedene
Blutprodukte kann es zu einer leichten Immunsupression kommen, die zu einer niedrigeren
AbstolRungsrate  von transplantieren Organen flihrt und die Rezidivrate bei

Autoimmunerkrankungen wie dem Morbus Crohn senken kann [35].

Bei der Transfusion von mononukledren Zellen héngt die Persistenz der Leukozyten von
verschiedenen Faktoren ab: Menge der allogenen Leukozyten, Immunkompetenz des
Empfangers, Unterschiede in den Antigenen von Spender und Empfanger sowie die

weitgehend fehlende Ubereinstimmung der humanen Leukozyten Antigene (HLA) [84].

Bei malignen Erkrankungen des Blutes ist die Knochenmarktransplantation ein maoglicher
kurativer Ansatz. Bei der Knochenmarktransplantation erhdlt der Empfanger
immunkompetente Zellen von einem Spender. Zuvor ist das eigene Immunsystem des
Empféangers durch ionisierende Strahlung und / oder Chemotherapie zerstort worden. Bei der
Auswahl des Spenders muss auf eine moglichst groRe Ubereinstimmung der
Oberflachenantigene zwischen Spender und Empfanger geachtet werden, um das Risiko einer
Graft-versus-Host-Reaktion oder auch einer Host-versus-Graft-Reaktion zu minimieren. Die
Transfusionsmedizin hat daher lange nach Markern gesucht, um einen Chimerismus im

Organismus nach der Knochenmarktransplantation detektieren kénnen [35].



1.4 Mikrochimerismus im mutterlichen Organismus

Die Toleranz von allogenem Gewebe ist ein Forschungsschwerpunkt in der Neonatologie. Der
Fetus wird von der Mutter toleriert, obwohl es sich um semi-allogenes Gewebe handelt. Das
mitterliche Immunsystem erkennt die HLA-Antigene des Vaters und bildet Antikorper gegen
diese Antigene. Damit es nicht zu einem Abbruch der Schwangerschaft kommt, muss das
mitterliche Immunsystem den Fetus aktiv tolerieren. Dazu gibt es verschiedene
Mechanismen, die die Immunantwort unterdriicken [45]. Trotzdem haben Frauen, die einen
weitestgehend HLA-kompatiblen Fetus haben, wahrend und nach der Schwangerschaft
haufiger MC als Frauen mit HLA-inkompatiblen Feten [15]. Im Tiermodell konnte zudem
beobachtet werden, dass allogene MC schneller aus dem Organismus verschwinden als
syngene MC [14]. Es wird vermutet, dass feto-maternale MC aus diesem Grund wesentlich
langer persistieren koénnen als MC, die durch Fremdbluttransfusionen oder
Geschlechtsverkehr entstehen. Es gibt Hinweise, dass zellulare MC das Geschlecht
nachfolgender Kinder beeinflussen konnen. Studien deuten darauf hin, dass es Unterschiede
bei der Vererbung von geschlechtsabhangigen HLA-Allelen auf ménnliche und weibliche
Nachkommen gibt [55]. Mutter scheinen nach der Geburt eines Sohnes weibliche Feten besser
tolerieren zu konnen als mannliche, was in einer Studie von Komlos et al. gezeigt werden

konnte. Hier lag der Anteil von Méadchen nach der Geburt eines Sohnes bei 75% [54].

1.5 Mikrochimerismus bei gesunden Frauen

Die héufigste Quelle fiir einen MC ist die Schwangerschaft. Die Plazenta ist vor der Geburt
die Schnittstelle zwischen Mutter und Kind. Die Entstehung eines MC durch feto-maternalen
oder materno-fetalen Blutaustausch ist ein physiologischer Prozess, ebenso wie der feto-
fetale-Blutaustauch bei Mehrlingsschwangerschaften und bei Aborten. Mittels verschiedener
Methoden kann nachgewiesen werden, dass fetale Zellen im miutterlichen Organismus
zirkulieren [69]. Bei schwangeren Frauen konnten von Lo et al. 1997 fetale DNA durch das
Y-Chromosom im mutterlichen Vollblut, Plasma und Serum nachweisen [65]. Die
tberwiegende Mehrzahl der Studien befassen sich mit dem Vorkommen ménnlicher DNA im
weiblichen Blut, da das Y-Chromosom methodisch vergleichsweise einfach detektiert werden
kann. Mittlerweise kann auch fetale RNA im mdtterlichen Plasma nachgewiesen werden. Dies

wird fur verschiedene prénatale Tests genutzt.
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Der Austausch von fetalen und mauatterlichen Zellen beginnt schon frih in der
Schwangerschaft, wie Schroder et al. bereits 1974 nachweisen konnten. Dabei werden vom
Kind mehr Zellen auf die Mutter tbertragen als umgekehrt [90, 91]. Lo et al. konnten zeigen,
dass weniger mitterliche Zellen oder freie DNA im Nabelschnurblut gefunden werden konnte
als kindliche Zellen oder freie DNA zum gleichen Zeitpunkt im mdutterlichen Blut [105].
Wahrend der Schwangerschaft sind ab der 4.-5. Gestationswoche fetale DNA und Zellen
nachweisbar [3, 98]. Nach der 24. Gestationswoche steigt die Konzentration stetig an und hat
zum Zeitpunkt der Geburt den hdchsten Wert [3]. Im dritten Trimenon liegt der Anteil von
Frauen ohne nachweisbaren MC nur noch bei 10-20% [105]. Nach der Entbindung sinkt die
Konzentration wieder bis unter die Nachweisgrenze. Durch Nutzung unterschiedlicher
Methoden (z.B. PCR oder FISH) unterschieden sich auch die gemessenen Konzentrationen
und die Zeitpunkte, bis kein MC mehr nachweisbar war. Bei den Zellen, die in den
mitterlichen Organismus Ubertreten, handelt es sich hauptsachlich um Stammzellen, unreife
Erythrozyten oder Lymphozyten [22].

1996 konnten Bianchi et al. Jahrzehnte nach der Schwangerschaft fetale DNA im mutterlichen
Blut nachweisen. Sie untersuchten das Vorkommen ménnlicher DNA bei Schwangeren und
bei Frauen, deren Geburt eines Sohnes zwischen 6 Monaten und 27 Jahren zuriicklag. Sie
fanden bei 13 von 19 Schwangeren die DNA des mannlichen Fetus und bei 6 der 8 Frauen,
die bereits vor langerer Zeit entbunden hatten [12].

1.6 Nachweismoglichkeiten des feto-maternalen Mikrochimerismus

Der Nachweis von Chimaren im Organismus kann auf verschiedene Weisen erfolgen. Die
heute géngigste Methode ist der Nachweis durch die PCR. Als 1997 bekannt wurde, dass
neben fetalen kernhaltigen Zellen auch fetale freie DNA im Blut der Mutter gefunden werden
kann [65], kam dem MC-Nachweis mittels PCR eine noch grolRere Rolle zu. Freie,
organismusfremde DNA kommt in gréRerem Umfang im Blut vor als organismusfremde
intakte Zellen [13, 66, 68]. Wé&hrend der Schwangerschaft konnten sowohl freie DNA als
auch fetale Zellen ab der vierten Gestationswoche von lIllanes et al. und Nguyen Huu et al.

nachgewiesen werden [44, 80].

Zum Nachweis von MC in Zellverbanden, wie der Haut, der Lunge, der Leber und vielen
anderen Geweben kann die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) genutzt werden [27,
46]. Die intakten zelluld&ren MC siedeln sich in verschiedenen Geweben an und kénnen dort

mittels FISH nachgeweisen werden. Beispiele hierfiir sind: Loubiere im Blut [70], Lambert et
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al.[61] im Gewebe der Nieren und des Herzens, Kaplan et al. [48] in Gehirn und Lunge, Zhou
et al. in der Leber [109] oder Nelson et al. im Pankreas [78]. Arlett et al. konnten 1998 fetale
DNA in Hautlasionen bei Frauen mit systemischer Sklerose nachweisen [7]. Auch in
entzlindlich veranderten Speicheldriisen von Patientinnen mit Sjogren Syndrom konnten
Kuroki et al. 2002 mittels FISH MC nachweisen [60].

1.7 Nachweis des Mikrochimerismus wahrend der Schwangerschaft

Die Untersuchung von MC im Organismus der Mutter wahrend der Schwangerschaft ist von
besonderem Interesse, da sie eine Mdglichkeit flr nicht-invasive diagnostische Tests darstellt.
Bei der Suche nach MC wahrend der Schwangerschaft ist die Pravalenz des MC von der
Gestationswoche abhangig [33, 80]. Kou fand eine Zunahme der Konzentration von fetalen
kernhaltigen Zellen mit einem Maximum im zweiten Trimenon und einen Abfall der
Konzentration bis zum Ende der Schwangerschaft. Post partum waren nach wenigen Wochen
nur noch vereinzelt MC nachweisbar; nach 3 Monaten konnten keine MC mehr nachgewiesen
werden [59]. Hamada et al. wiesen MC in Form von kernhaltigen Zellen ab der 15.
Schwangerschaftswoche (SSW) nach. Mit zunehmendem Gestationsalter stieg der Anteil der
fetalen Zellen im miditterlichen Blut ebenfalls an, von 1:100 000 Zellen wahrend der
Schwangerschaft auf 1:10 000 Zellen am Ende der Schwangerschaft [33]. Nach der
Entbindung konnen sowohl fetale Zellen als auch fetale freie DNA zunehmend seltener
nachgewiesen werden. Lo et al. zeigten, dass fetale DNA bereits zwei Stunden nach der
Entbindung bei den meisten Frauen aus dem Blut eliminiert wurde [67]. Dazu nutzen sie den
Nachweis des SRY Gens auf dem Y Chromosom mittels PCR bei 12 Frauen zu verschiedenen
Zeitpunkten kurz nach der Geburt ihres Sohnes. Die Elimination von MC nach der Geburt
konnten Studien von Ariga et al. [3], Osada et al.[81], Thomas et al. [99] und Hamada et al.
[34] zeigen.

Barleben et al. zeigen das Auftreten des MC bei gesunden Frauen unter der Geburt und damit
assoziierter Schwangerschaftskomplikationen einen typischen Verlauf mit Anstieg der
Prévalenz bis zur Geburt und anschliefendem Abfall. 1-2 Monate vor der Geburt wiesen alle
Frauen ein MC auf, zum Zeitpunkt der Geburt noch 70% der Frauen. 1 Tag post partum
wurden noch bei 48%, zwei Tage spéater bei 25%, 3-6 Tage nach Entbindung bei 21% MC
nachgewiesen. Bei 4% der Frauen, deren Entbindung mehr als 4 Jahre zuriick lag, wiesen sie
einen MC nach [11]. Die dabei verwendete Methode zum Nachweis des MC gleicht dabei der

hier verwendeten, sodass ein direkter Vergleich zwischen den Daten moglich ist.
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1.8 Langzeitpersistenz des Mikrochimerismus

Neben dem zeitlich unmittelbaren Effekt von Mikrochimerismen auf den Organismus, zum
Beispiel im Rahmen von Toleranz des Feten und Schwangerschaftskomplikationen, kann
auch eine Langzeitpersistenz von MC eine grof’e Bedeutung fir den Organismus haben.
Besonders bei Patientinnen mit Autoimmunkrankheiten wird vermutet, dass fremde DNA
Autoimmunreaktionen des Kérpers induziert oder begunstigt.

Ein weiterer Ansatzpunkt dieser Uberlegungen ist, dass ein verandertes Apoptoseverhalten bei
Autoimmunerkrankungen die Persistenz von MC ermdglichen kénnte [20]. Der Abbau von
apoptotischen Zellen ist ein wichtiger Vorgang zur Aufrechterhaltung der Gewebehomdostase
und der Reaktion auf Gewebeuntergang. Die Aufnahme apoptotischer Zellen hat einen
antiinflammatorischen Effekt. Der Aufnahmeprozess von apoptotischen Zellen durch
phagozytierende Zellen kann in verschiedene Phasen unterteilt werden. Zunachst muss ein
Kontakt zwischen beiden Zellen stattfinden. Apoptotische Leukozyten kommen mit
Phagozyten in Kontakt, wenn sie im Blutstrom durch die Milz und die Leber zirkulieren.
Durch die Sekretion eines chemotaktischen Signals werden die Monozyten von den
apoptotischen Zellen angelockt.

Der zweite Schritt besteht darin, dass die phagozytierenden Zellen die absterbenden Zellen
erkennen. Dies wird durch eine Anderung der Zusammensetzung der Zellmembran der
absterbenden Zelle ermoglicht. Durch die Anderungen an der Zelloberfliche kann die
phagozytierende Zelle direkt an die absterbende Zelle binden oder aber ein Serumprotein
(Opsonin) dient als Bindeglied zwischen den Zellen. Zu den Mechanismen, die dem
Aufnahmevorgang zugrunde liegen, gibt es bisher erst wenig Erkenntnisse [25]. Fournie
beschrieb, dass freie DNA im Plasma ein Marker fur den Zelluntergang sein konnte [30] und
vermutet, dass die fetalen Zellen beim Eintritt in den mditterlichen Organismus zerstort
wirden oder deren Apoptose induziert wird [21]. 2000 untersuchten Halicka et al., wie
zirkulierende DNA wéhrend der Apoptose in Apoptosekdrperchen gespeichert wird und vor
einem Abbau durch das mitterliche Immunsystem geschutzt bleibt [32]. Die
Apoptosekorperchen mit fetaler DNA konnten von Bischoff et al. im mdtterlichen Plasma
nachgewiesen werden und Y-Chromosom-spezifische Gene konnten aus dem Inhalt der

Korperchen amplifiziert werden [14].
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1.9  Mikrochimerismus bei Autoimmunerkrankungen wie der systemischen Sklerose

Die systemische Sklerose ist eine Autoimmunerkrankung, die pathogenetisch eine grolie
Ahnlichkeit mit einer Graft-vs-Host-Reaktion zeigt und Frauen achtmal haufiger als Manner
betrifft. Aufgrund dieser Ahnlichkeit wurde schon seit vielen Jahren nach einem
Zusammenhang zwischen MC und der Erkrankung gesucht [8]. Die systemische Sklerose ist
auch die erste Autoimmunerkrankung, bei der ein gehduftes Auftreten von MC nachgewiesen
werden konnte. In einer Studie untersuchten Nelson et al. 16 gesunde Kontrollen, 17
Sklerodermie-Patientinnen und 17 gesunde Schwestern der teilnehmenden Sklerodermie-
Patientinnen. Zum Nachweis des MC wurde eine Sequenz auf dem Y-Chromosom mittels
PCR amplifiziert. Im Blut der Sklerodermie-Patientinnen konnten signifikant (p=0,0007)
mehr fetale DNA Aquivalente gefunden werden als bei den Kontrollen. Die Geburt des
jungsten Sohns lag bei den Kontrollen im Durchschnitt 15,4 Jahre zuriick, bei den
Sklerodermie-Patientinnen 18,5 Jahre [77].

Artlett et al. untersuchten Unterschiede bei der Vererbung von HLA Klasse | und Il
Haplotypen bei 37 Sklerodermie-Patientinnen und 42 gesunden Frauen. Bei 70% der
Sklerodermie-Patientinnen konnten HLA 11 Allele gefunden werden, die entweder mit denen
ihrer S6hne oder ihrer Mutter kompatibel waren. Bei gesunden Frauen lag der Anteil mit 21%
deutlich niedriger [6]. Nelson et al. konnten zeigen, dass eine HLA-Kompatibilitat zwischen
an Sklerodermie erkrankter Mutter und ihren Kindern haufiger auftritt [77]. Die Ergebnisse
von Artlett et al. kdnnen die These unterstlitzen, dass HLA kompatible MC besser vom
Organismus toleriert werden und so langer persistieren. Dass mit steigender HLA
Kompatibilitdt auch mehr MC toleriert werden, konnte bereits im Tierversuch bestatigt
werden [15].

Es gibt Studien, die darauf hinweisen, dass Immunreaktionen im mdtterlichen Organismus
von aktivierten fetalen T-Lymphozyten getriggert werden kdnnen [61], was einen Einfluss auf
eine Vielzahl von Autoimmunerkrankungen haben kann. Es gibt aber auch Uberlegungen, ob
der MC nur ein Indikator eines Entziindungsprozesses ist, ohne einen Effekt auf die
Pathogenese zu haben [9]. Im Vergleich zur Sklerodermie zeigen Studien zu MC bei biliérer

Zirrhose und Sjogren Syndrom keine sichere Assoziation von Erkrankung und MC [71, 100].
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1.10 Zusammenfassung und Fragestellung

Die pathophysiologischen Mechanismen bei der Entstehung von Autoimmunerkrankung sind
vielgestaltig und nicht vollstandig verstanden. Frauen erkranken haufiger als Méanner an
Autoimmunerkrankungen und Schwangerschaften haben haufig einen Einfluss auf Verlauf
und Epidemiologie der Erkrankung. Da der feto-maternale MC uber viele Jahre im
mitterlichen  Organismus  persistieren  kann, wird ein  Zusammenhang mit
Autoimmunerkrankungen vermutet. Studien zum MC bei Autoimmunerkrankungen zeigen
bisher  widerspriichliche  Ergebnisse.  Durch  unterschiedliche =~ Methoden  und
Einschlusskriterien fur die Patienten sind die Ergebnisse eingeschrénkt vergleichbar. Ein
Vergleich der MC Préavalenzen zwischen verschiedenen Erkrankungen war ebenfalls bisher
nicht moglich. Ob das Auftreten eines MC ein krankheitsmodelierenden Effekt hat, ist bisher
unklar.

Gegenstand dieser Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses eines feto-maternalen MC auf
die Krankheitshilder rheumatoide Arthritis und systemischer Lupus erythematodes. In dieser
Arbeit werden neben der Pravalenz des MC auch krankheitsspezifische Parameter und der
Krankheitsverlauf in Abhangigkeit von einem MC untersucht. Fur den Nachweis des MC im
mutterlichen Blut wurde bei den untersuchten Kohorten dieselbe Methode verwendet.
Dadurch ist ein direkter Vergleich der Prévalenz des MC bei RA, SLE und gesunden
Kontrollen mdglich. Die Analyse der Daten von 143 Frauen ermdglichte die Untersuchung
eines Einflusses von MC auf den Krankheitsverlauf. Die Ergebnisse werden mit anderen

Studien hinsichtlich Krankheitsbildern, Studiendesign und Methoden verglichen.
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

Fur die Untersuchung wurden Frauen angeschrieben, die entweder an einer RA oder an einem
SLE erkrankt waren, sowie gesunde Probandinnen fur die Kontrollgruppe. Alle zu
untersuchenden Frauen wurden (ber Inhalt und Ziel der Studie, Zweck der Blutentnahme,
sowie Uber die Freiwilligkeit der Studienteilnahme und Uber die Gewéhrleistung des
Datenschutzes aufgeklart. Alle Probandinnen erhielten einen Informationsbogen Uber die
geplanten Untersuchungen (Anlage 1). Mittels eines Fragebogens wurden anamnestische
Daten wie friihere Geburten, Komorbiditdten und der Erhalt von Bluttransfusionen erfragt,

sowie der Krankheitsverlauf erfasst (Anlage 2).

Voraussetzung fir die Teilnahme war die Unterzeichnung einer Einverstandniserklarung
(Anlage 3). Fur die geplante Untersuchung lag ein positives Votum der Ethikkomission der

Medizinischen Fakultéat der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg vor.
Die Einschlusskriterien in allen drei Gruppen waren:
e Geburt von mindestens einem Sohn

e Zeitpunkt der Geburt des ersten Sohnes lag vor dem Zeitpunkt der

Diagnosestellung der RA bzw. des SLE
Die Ausschlusskriterien in allen drei Gruppen waren:
e Erhalt von Fremdbluttransfusionen oder Organtransplantationen
e Fehlgeburtlichkeit

Fur alle Probandinnen wurden das Alter zum Untersuchungszeitung, das Alter bei Geburt des

jungsten und des altesten Sohns und die Anzahl der Séhne bzw. Tdchter ermittelt.
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2.1.1 Patienten mit rheumatoider Arthritis

Im Zeitraum 2006 bis 2010 wurden Patientinnen mit bekannter RA angeschrieben. Dabei
konnte das RABBIT-Register genutzt werden. In diesem Register bringt die Klinik far
Rheumatologie in Vogelsang-Gommern im Rahmen einer bundesweiten Dokumentation RA-
Patienten zur Langzeitdokumentation ein. Durch die Nutzung dieser Datenbank konnten
insbesondere Patienten mit mehrjahrigem Krankheitsverlauf angesprochen werden. Mittels
eines Fragebogens wurde postalisch erfragt, ob die Patientinnen die Einschlusskriterien
erfillten (Anlage 2). Dabei wurde gezielt nach Anzahl der Geburten von S6hnen und
Tochtern und Fehlgeburten gefragt. Desweiteren wurden die Patientinnen nach
Fremdbluttransfusionen, Komorbiditaten, Krankheitsverlauf und Erkrankungen der Kinder
befragt.

Von 300 Rheumapatientinnen aus der Datenbank der Klinik fir Rheumatologie in VVogelsang-
Gommern, die angeschrieben wurden, antworteten 146 Patientinnen. Davon erfillten 73 alle
Einschlusskriterien. Etwa die Halfte der angeschriebenen Patientinnen hatte

eigenanamnestisch Fremdbluttransfusionen erhalten oder hatte keine S6hne.

Anhand der Patientenakten und der Rontgenbilder wurde die Diagnose RA nochmals
uberprift. Die Kriterien der Diagnosestellung orientieren sich dabei an den ACR-Kriterien
von 1987 [5].

Zur Charakterisierung der Patienten wurden zuséatzlich erfasst:
e Alter der Patientin bei Diagnosestellung
e RF, CCP-AK
e Basistherapeutika/Biological-Therapie

e Ausmal der Gelenkzerstérung im Rontgenbild nach Steinbrockerklassifikation
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2.1.2 Patienten mit systemischem Lupus erythematodes

Im Zeitraum 2009 bis 2010 wurden 80 SLE-Patientinnen angeschrieben. Die Patientinnen
befanden sich in der Klinik fir Rheumatologie in Vogelsang-Gommern in Behandlung und
konnten durch eine Datenabfrage der Ambulanz-Software ermittelt werden. Mit einem
Fragebogen wurde dann postalisch erfragt, ob die Patientinnen die Einschlusskriterien
erfillten (Anlage 2). Dabei wurde gezielt nach Anzahl der Geburten von S6hnen und
Tochtern und Fehlgeburten gefragt. Desweiteren wurden die Patientinnen nach
Fremdbluttransfusionen, Komorbiditaten, Krankheitsverlauf und Erkrankungen der Kinder
befragt. Von 30 Patientinnen wurde der Fragebogen volistandig ausgefullt zuriick gesendet.
16 Patientinnen erfullten alle Einschlusskriterien und wiesen keine Ausschlusskriterien auf.
Die Diagnosestellung wurde durch Sichtung der Patientenakten tberprift. Die Abgrenzung zu
anderen Kollagenosen orientierte sich dabei an den revidierten ACR-Kriterien von 1997 [42].
Zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs und der Schwere der Erkrankung wurden zusétzlich
erfasst:

Alter des Patienten bei Diagnosestellung

e Anti-ds-DNA-AK

e Komplementfaktoren C3, C4

e hamolytische Aktivitat des Komplementsystems CH50
e l6slicher 1L2-Rezeptor

e immunsupressive Therapie

2.1.3 Kontrollgruppe

52 Frauen aus der Kontrollgruppe wurden aus dem Mitarbeiterkreis der
Universitatsfrauenklinik Magdeburg rekrutiert, 2 Frauen waren ambulante Patientinnen der
Klinik  fur Rheumatologie  Vogelsang-Gommern, die zum  Ausschluss einer
Autoimmunerkrankung vorstellig waren. Bei ihnen waren bis zum Zeitpunkt der
Blutentnahme keine Autoimmunerkrankungen bekannt, aber alle hatten zu einem friiheren
Zeitpunkt mindestens einen Sohn geboren. Die Frauen der Kontrollgruppe entstammten aus
einer vorangegangenen Studie zur Prévalenz des MC unter der Geburt und damit verbundene
Geburtskomplikationen. Die Ergebnisse zur MC Pravalenz wurden freundlicher Weise von
Maria Barleben bereit gestellt [11].
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2.2 Material und Methoden

Die Entnahme von peripher-venésem Blut fur die Untersuchung auf MC erfolgte in der
Universitatsfrauenklinik Magdeburg, in der Klinik fir Rheumatologie in Vogelsang-
Gommern oder bei den Hauséarzten der Patientinnen. Entnommen wurde einmalig 4 ml Blut in
einer EDTA-Kivette. Innerhalb von hdchstens zwei Tagen (Lagerung bei Raumtemperatur)

wurden die Blutproben aufgearbeitet.

Laborparameter fir die Erfassung des Krankheitsverlaufs der Patientinnen wurden bei
Routineuntersuchungen in der Klinik fir Rheumatologie in Vogelsang-Gommern bestimmt.
Die Entnahmebedingungen flr die Blutproben zur Feststellung eines MC waren bei der RA

Gruppe, der SLE Gruppe und der Kontrollgruppe identisch.

2.3 DNA -Extraktion

Die genomische DNA wurde unter Verwendung des QIAamp® DNA Blood Midi Kit der
Firma QIAGEN, Hilden, Deutschland, extrahiert. Die Praparation erfolgte entsprechend den
Herstellerangaben aus frischen oder aufgetauten und homogenisierten Blutproben. Folgende
Arbeitsschritte wurden durchgefuhrt:

2 ml EDTA-BIlut wurden mit 200 pul QIAGEN Protease und 2,4 ml AL Puffer (Lyse-Puffer)
vermischt. Wéhrend der Inkubation im Wasserbad (10 min, 70°C) wurden die zelluldren

Bestandteile des Blutes lysiert.

AnschlieBend wurde das Blut mit 2 ml 100%igem unvergalltem, wasserfreien Ethanol

gemischt und in die QIAamp Midi Spin Saulen pipettiert.

Das Einbringen der Proben in die Midi Saule erfolgte in 2 Schritten a 3 ml mit anschlieRender
Zentrifugation der Sdulen bei 1850 g fir 3 Minuten. Bei diesem Vorgang wird die DNA an

eine Silicamembran in der S&ule gebunden.

AnschlieRend wurde die Membran nacheinander mit jeweils 2 ml der Puffer AW1 bzw. AW2
gespult (Zentrifugation mit 3220 g fur 3 min). Durch Zugabe von 300 ul AE Puffer, 5
Minuten Inkubation bei Raumtemperatur, sowie einem anschlieBenden Zentrifugationsschritt
(3220 g fur 5 Minuten) wurde die DNA von der Séule eluiert.
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2.4 Bestimmung der DNA Konzentration mittels Spektrometer

Im Anschluss an die Extraktion der DNA wurde die DNA-Konzentration und Reinheit im
Eluat mit Hilfe eines UV-Spektralphotometers gemessen. Die DNA-Konzentration kann mit
dieser Methode aus der gemessenen optischen Dichte (OD) bei einer Wellenldange von 260nm,
der Verdiinnung und einem spezifischen Multiplikationsfaktor berechnet werden.

10 pl der DNA-L6sung wurden nach Nullwertbestimmung mit AE Puffer in die Quarzkiivette
gefullt. Die Messung der Extinktion der DNA erfolgt bei einer Wellenldnge von 260 nm und
280 nm. Die Bestimmung der Reinheit erfolgte anhand des Quotienten aus Eeo/Ezgo, der

zwischen 1,7 und 1,9 liegen sollte.

2.5 Amplifikation von DNA durch Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde Mitte der 1980er Jahre von Kary Mullis
entwickelt, der 1993 den Nobelpreis flr seine Entwicklung erhielt [74]. In nur wenigen Jahren
wurde die PCR zu einer der wichtigsten Methoden der Molekularbiologie. Mit Hilfe der PCR
kénnen definierte DNA-Fragmente nachgewiesen und vervielféltigt werden. Benotigt werden
dazu eine thermostabile Polymerase (Tag-Polymerase), eine geringe Menge Ausgangs-DNA
(Template-DNA),  zwei  Oligonukleotidprimer  (Sense- und  Antisense-Primer),
Desoxyribonukleotid-Triphosphate (dNTP), Pufferlésung und MgCl, in einer bestimmten
Konzentration. Im Thermocycler lauft die PCR dann in mehreren Schritten ab. Zunéchst wird
bei der Denaturierung die Template-DNA auf 94°C erhitzt, wodurch die beiden Strange der
DNA getrennt werden. Im zweiten Schritt, dem Annealing, lagert sich das Primerpaar an die
DNA-Strange an. Die Temperatur muss dazu konstant beim Temperaturoptimum gehalten
werden, das flr den jeweiligen Primer spezifisch ist. Im dritten Schritt, der Elongation, erfolgt
die Zweistrangsynthese der DNA bei einer Temperatur, die dem Arbeitsoptimum der Tag-
Polymerase entspricht. Die NTP komplementieren dabei die einzelstrangige Template-DNA,
so dass wieder Doppelstrang-DNA entsteht. Die Menge der gewinschten DNA-Fragmente
wird bei diesem Schritt durch die entstehenden PCR-Produkte unter optimalen Bedingungen
maximal verdoppelt. Durch eine Wiederholung der Zyklen steigt die Ausbeute an identischen
PCR-Produkten anndhernd exponentiell an. Eine Darstellung der PCR-Produkte ist mit der

Agarose-Gelelektrophorese mit Einbau eines interkalierenden Farbstoffs moglich.
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2.5.1 Nested PCR zum Nachweis fetaler DNA im mutterlichen Blut

Da bei der Erhéhung der Zykluszahl auch die Fehlhybridisierungen zunehmen, eignet sich fur
den Nachweis sehr kleiner Mengen Template-DNA die Methode der nested PCR. Durch
Nutzung eines zweiten Primerpaares, das innerhalb der Bindungsstellen des ersten

Primerpaares ansetzt, wird die PCR sensitiver und Nebenprodukte werden reduziert
(Abbildung 1).

L [

I I N I N N N I N B DNA
F || | || | | | | | | | | | 1 /
\ T Y I T Y I I \ Denaturierte DNA
/ 7
5! / I / 3!
Primer 1 i 2 ;
|—) 5' 3 Primare PCR mit
3 5 ‘m \ Primerpaar 1
3r | 5|
/ /

5 ——— —_—3

Primer 2 )
::_?i 3 Sekundare PCR mit
Primer 2

Primerpaar 2
3 — — 5

L1 1 1 Amplifikat

Abbildung 1: Funktionsweise der nested PCR

Zum Nachweis mé&nnlicher DNA kann eine Sequenz amplifiziert werden, die auf dem kleinen
Arm des Y-Chromosoms liegt und ein Teil des Gens DYS 14 (auch TSPY genannt) ist. Das
humane TSPY-Gen wurde 1987 von Arnemann et al. beschrieben [4]. Fir die Amplifikation
in der priméren und sekundaren PCR wurden Primerpaare mit folgenden Sequenzen
verwendet:

21



primare PCR:

Y3forward: 5°- ATG CGG CAG AGA AACCCT TG -3
Y3reverse: 5'- TAAGGC CTCCTG TGT TCACG -3
sekundare PCR:

Y4forward: 5°- CAG AAG CGA GTT CAG AGC AG -3
Y4reverse: 5- TTC TGA GGC TGACTG CAC TG -3

Zu den Primereigenschaften gehdren eine L&nge von 20 Basen, ein GC-Anteil von 55%,

sowie eine Schmelztemperatur von 59,4 °C.

Bei der ersten PCR mit den Primern Y 3R unbd Y 3F entsteht ein 278 bp langes Fragment, das
als Template fur eine zweite PCR genutzt wird. Die bei der zweiten PCR verwendeten Primer
Y4R und Y4F amplifizieren ein 186 bp langes Fragment [104]. Die Zusammensetzung des
Reaktionsansatzes der ersten und der zweiten PCR unterscheiden sich nur im
Mengenverhdltnis und im Reaktionsvolumen, die PCR Bedingungen sind in Tabelle 1
dargestellt. Im Thermoprofil unterschied sich fur beide PCR nur in der Anzahl der Zyklen.
Das Profil ist in Tabelle 2 aufgefiihrt. Die Primerpaare wurden von der Firma MWG
(Ebersberg, Deutschland) bezogen und aloquiert als Stammldsung in einer Konzentration von
100 pmol/ul bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert. Alle Arbeitsschritte zur Zubereitung des
Reaktionsansatzes wurden zur Vermeidung von Kontaminationen in einer Plexiglasbox
durchgefuhrt. Nur die DNA bzw. die Amplifikate aus der ersten PCR wurden auBerhalb der
Box zugefugt.

Als Kontaminations-Kontrolle wurden Aqua dest., als Positivkontrolle DNA eines
méannlichen DNA Spenders in einem Verdunnung von 1:20.000 mitgefihrt. Die

Wasserkontrolle der ersten PCR wurde auch in der zweiten PCR mitgefuhrt.

Die Laborrdume, in denen die DNA aus dem Patientenserum extrahiert und die PCR
durchgefiihrt wurde, wurden nur von weiblichem Personal genutzt um Kontaminationen

weitestgehend zu vermeiden.
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Tabelle 1: Reaktionsansatz fir die primare und sekundare PCR

Komponenten primare PCR (Y3F, Y3R) sekundare PCR (Y4F, Y4R)
H,O 32,3ul 12,3 pl
PCR-Puffer (10x) 5ul 2 ul
dNTP-Mix (2mM) 4l 2l
Primer (je 20 pm/ul) jelul je 0,5 ul
MgCl, (50mM) 1,5l 0,6 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul 0,1 pul
Template-DNA 5ul 2 ul
Reaktionsvolumen 50 pl 20 pl
Tabelle 2: Thermoprofil zur spezifischen Amplifikation
Primére PCR sekundare PCR
Denaturierung 5 min 94°C 5 min 94°C
Denaturierung 1 min 94°C 1 min 94°C
Annealing 1 min 63°C 1 min 63°C
Elongation 1 min 72°C 1 min 72°C
Anzahl Zyklen 35 25
Elongation 10 min 72°C 10 min 72°C
Anzahl Zyklen 35 25

2.6 Agarosegelelektrophorese

Zur Darstellung der PCR-Produkte wurden 10ul jedes PCR-Produktes mit 3ul eines
farbmarkierten Gelladepuffers vermischt und auf das Agarosegel aufgetragen. Dem 2%igen
Agarosegel in 1xTBE-Puffer wurde bei der Herstellung im Verhaltnis 0,25 pg/ml
Ethidiumbromid zugesetzt. Zur Identifizierung der PCR-Produkte wurde zusétzlich ein 100
Basenpaar-L&ngenstandard auf das Gel aufgetragen. Das Agarosegel wurde in eine
Elektrophoresekammer gelegt und mit Elektrodenpuffer (1 x TBE) Ubergossen. Bei einer
Spannung von 100 V wanderten die PCR-Produkte durch die Gelmatrix. Die negativ geladene
DNA wurde im elektrischen Feld zur Anode gezogen. Durch die unterschiedliche L&nge der
DNA-Fragmente wandern die PCR-Produkte unterschiedlich weit durch das Gel. Unter UV-
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Licht fluoresziert das Ethidiumbromid im Gel, das sich zwischen der DNA angelagert hat. Die
GroRe der Fragmente lasst sich anhand des 100 Basenpaar-Langenstandards beurteilen. Mit
einer Kamera mit integriertem Rotfilter wurden die Gele zur Dokumentation fotografiert. Die
Fotografie des Gels der ersten PCR zeigt noch Banden von Nebenprodukten und die Bande
bei 278 bp ist noch nicht eindeutig zu sehen (Abbildung 2). Bei der zweiten PCR wurden die
Nebenprodukte reduziert, wodurch die Spezifitdt und die Sensibilitat gesteigert wurde. Die
gesuchte Bande bei 186 bp konnte deutlich sichtbar gemacht werden (Abbildung 3).

_Leiter Leer-1A 2A 3A

100bp wert ' Noch sind zahlreiche
500 : Nebenbanden
400 — s vorhanden
38 ~ und das PCR-Produkt
100 von 278 bp ist nicht zu

identifizieren

Abbildung 2: Gelfoto der priméren PCR

Leiter Leer-1B 2B 3B 4B 5B Leiter 6B 7B Leerwert
500 100bp wert s v N 100 bp +. s aus A
400 - »
300 Q “ = . Banden
200 ' bei 186 bp
100

1B, 2B, 4B, 5B: MC positive Patientenseren 6B, 7B: MC positive Patientenseren

Abbildung 3: Gelfoto der sekundaren PCR

Jede PCR mit Patientenserum wurde mindestens einmal wiederholt, um das Ergebnis der
ersten PCR zu bestatigen. Im Falle nicht eindeutiger Ergebnisse wurde die PCR ein weiteres
Mal wiederholt.
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2.7 Chemikalien und Geréate

Fur DNA-Extraktion und die nested PCR wurden die aufgelisteten Chemikalien (Tabelle 5)

und Gerate (Tabelle 6) verwendet.

Tabelle 5: Chemikalien fiir DNA Extraktion und PCR

Chemikalie

Hersteller

100 bp DNA-Leiter
10x PCR-Puffer MgCl,
5 x TBE-Puffer

Agarose

Ampuwa® - Wasser fir Injektions-
zwecke

Desoxynukleotid-Triphosphat Set
Ethanol 100%

Ethidiumbromid

Lysis-Puffer (155 mM NH,CI, 10 mM
KHCO3, 0,1 mM Na,;EDTA; pH 7,4)
MqgCl,

Oligonucleotid-Primer

Gelladepuffer Orange G 15% Ficoll 400
QlAamp DNA Blood Mini Kit®
SE-Puffer (75mM NaCl, 25 mM
Na,EDTA)

Taq DNA Polymerase

TE-Puffer (10mM Tris)

Promega Madison, WI USA
Invitrogen, Karlsruhe, Germany
Tris-HCI/ Borsédure/Na,EDTA;
Promega Madison, WI USA

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Germany

Fresenius Kabi Deutschland GmbH,

Bad Homburg, Germany

Invitrogen, Karlsruhe, Germany
Boehringer, Mannheim, Germany (Roche)
Boehringer, Mannheim, Germany (Roche)

Invitrogen, Karlsruhe, Germany

Invitrogen, Karlsruhe, Germany
MWG, Ebersberg, Germany
Sigma Aldrich, Germany
Qiagen, Hilden, Germany

Invitrogen, Karlsruhe, Germany

Invitrogen, Karlsruhe, Germany

Invitrogen, Karlsruhe, Germany
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Tabelle 6: Gerate fir DNA Extraktion und PCR

Gerat

Hersteller

Zentrifuge 5810R
Elektrophorese System
Feinwaage Typ BP 3100P
Gel-Elektrophoresekammer
Horizon 58®
Heizplatte/Magnetrihrer
iCycler Thermal Cycler
Mini Zentrifuge

Pipetten
Plexiglas-Arbeitshaube
Sofortbildkamera Polaroid®
Ultraspect 300 UV/Visible
Spektralphotometer

UV Lampe (Transilluminator)
Vortex-Genie®?2

Wasserbad E10

Eppendorf, Hamburg, Germany
Gilson, Middelton, WI USA
Sartorius, Gottingen, Germany
Biometra, Gottingen, Germany

Sigma Aldrich, Germany

BIO RAD, Minchen, Germany

BIO RAD, Minchen, Germany
Eppendorf, Hamburg, Germany

Fritz Gossner GmbH, Hamburg, Germany

Polaroid, Offenbach, Germany

Pharmacia Biotech, Cambridge, England
Hoefer, Holliston, MA USA

Scientific Industries, USA

Dinkelberg Analytics, Gablingen, Germany
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2.8 Erhebung der Krankheitsparameter der rheumatoiden Arthritis

Zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs wurden der RF, die CCP-AK und der Grad der
Gelenkdestruktion im Rontgenbild analysiert. Diese Krankheitsparameter sind Bestandteil der
Routinediagnostik ambulanter und stationédrer Patienten der Klinik fir Rheumatologie in
Vogelsang-Gommern.

2.8.1 Bestimmung des Rheumafaktors und der CCP-Antikorper

Zur Bestimmung des Rheumafaktors (RF-IgM) wird ein immunturbidimetrischer Latextest
(COBAS MIRA S Analysator) genutzt. Der Test wurde entsprechend der Herstellerangaben
durchgefuhrt. Bei einer Antigen-Antikorper-Reaktion zwischen RF im Patientenserum und
mit Latexpartikeln sensibilisiertem, denaturiertem humanen IgG kommt es zur Agglutination.
Die Agglutination wird als Absorptionsanderung erkannt und anhand einer Kalibrationskurve

bestimmt.
Referenzbereich: RF < 25 U/ml (negativ)

Die Bestimmung der CCP-AK erfolgt mit einem Anti-CCP ELISA Kit der Firma A. Menarini
Diagnostics (Berlin, Deutschland) entsprechend der Herstellerangaben. Bei diesem Test dient
ein Mikrotiterplatten-ELISA der quantitativen in-vitro-Bestimmung humaner 1gG Antikdrper
gegen CCP. Vorhandene CCP-AK in der Probe binden dabei an zyklische zitrullinierte
Peptide auf der ELISA-Platte. Nach einer 30 minltigen Zugabe eines Konjugats, eines mit
Meerrettichperoxidase markierten Anti-Human-lgG-AK und einer einstiindigen Inkubation
der Mikrotiterplatte wird nach einem erneuten Waschzyklus das Substrat zugefiigt. An die
Platte gebundene AK fiihren zu einer Farbung, die photometrisch bei 450 nm gemessen wird.

Referenzbereich: Anti-CCP-AK <25 U/ml (negativ)
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2.8.2 Beurteilung der Rontgenbilder

Der Destruktionsgrad der Gelenke wurde mit dem Steinbrocker-Index bewertet [85, 88]. Dazu
wurden Rontgenbilder der Hande und Vorfiile ausgewdhlt, die im Rahmen der ambulanten
oder stationdren Diagnostik und Behandlung der Patientinnen angefertigt wurden. Es wurde
stets das aktuelle Rontgenbild befundet. Bei der Einteilung der Destruktion der Gelenke in die
vier Steinbrocker Stadien kann es zu interindividuellen und intraindividuellen Unterschieden
bei der Beurteilung kommen [50]. Daher wurden alle RoOntgenbilder mit einem
Rheumatologen zusammen wiederholt geblindet in Bezug auf MC+ oder MC- ausgewertet.
Um das Steinbrocker Stadium in ein Verhéltnis zur Erkrankungsdauer setzen zu kdnnen,
wurde das Zeitintervall zwischen Aufnahmezeitpunkt der Rontgenbilder und
Erkrankungsbeginn ermittelt. Aufgrund der vergleichsweise geringen Fallzahlen wurde auf

komplexere Auswerteverfahren wie den Sharp-Heijden-Score verzichtet.

2.9 Erhebung der Krankheitsparameter des SLE

Zur  Charakterisierung der  SLE-Patienten  wurden ANA, Anti-ds-DNA-AK,
Komplementfaktoren (C3, C4), CH50 und der l6sliche IL2-Rezeptor bestimmt. Die
Blutproben der Patientinnen wurden im Rahmen des diagnostischen Routinelabors in der

Klinik fir Rheumatologie in Vogelsang-Gommern gewonnen.

2.9.1 Bestimmung des ANA-Titers

Die Bestimmung des ANA-Titers wurde mit dem KALLESTAD Hep-2-Zelllinien-Substrat
der Firma BIORAD (Minchen, Deutschland) entsprechend der Herstellerangaben
durchgefuhrt. Dieser Test beruht auf einer indirekten Immunfluoreszenstechnik, bei der eine
Antigen-Antikorper-Reaktion auf der Oberflache von humanen Epithelzellen (Hep-2)
stattfindet. Im Patientenserum vorhandene antinukledre AK binden an immobilisierte

Antigene und kdnnen mikroskopisch auf einem Objekttrager sichtbar gemacht werden.

Bewertung im Labor:

1:80-1:320 (+-++): Graubereich
1:640-1:1280 (+++): positiv
>1:2560 (++++): stark positiv
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2.9.2 Bestimmung der Anti-ds-DNA-Antikorper

Zur Bestimmung von AK gegen doppelstrangige, native DNA im Patientenserum wurde ein
Anti-ds-DNA-ELISA (lIgG) Kit der Firma EUROIMMUN (Lubeck, Deutschland) verwendet
und entsprechend Herstellerangaben durchgefiihrt. In den Proben vorhandene Anti-ds-DNA-
Ak binden an in den Kavitaten vorhandene Antigene. Bei der folgenden Substrat-Inkubation
werden Peroxidase-markiertes anti-Human-IgG und Chromogen-Ldsung hinzu gegeben,
wonach bei einer Wellenlange von 450 nm die photometrische Auswertung der Farbintensitat

in den Kavitéaten der Mikrotiterplatte erfolgt.

Referenzbereich der quantitativen Auswertung:  Anti-ds-DNA < 100 RE/ml (negativ)

2.9.3 Bestimmung der Komplementfaktoren (C3, C4) und der CH50

Die Bestimmung der Komplementfaktoren C3 und C4 ist bei Immunkomplexerkrankungen
indiziert. Der Test beruht auf einem turbidimetrischen Messprinzip. Dabei binden C3 und C4,
wenn sie in der Probe vorhanden sind, an ein zugefligtes Reagenz, wodurch es zu einer
Aggregation kommt. Der Grad der Aggregation ist dabei proportional zur Komplement-
Konzentration in der Probe. Die Bestimmung wurde mit den Kits Quantex C3 bzw. C4 der
Firma Biokit (Barcelona, Spanien) entsprechend der Herstellerangaben durchgefihrt.

Referenzbereich: C3: 0,9-18¢/
C4: 0,1-04 4l

CH50 gilt als Screeningtest fiir einen Komplementverbrauch. Die Bestimmung von CH50
basiert auf einem in vitro-Liposomen-Immunoassay und erfolgte entsprechend der
Herstellerangaben (Autokit CH50 der Firma Wako Chemicals, Neuss, Deutschland).
Das Patientenserum wird mit Liposomen und Substrat gemischt, wodurch es zu einer Bindung
von Antikoérpern aus dem Reagenz an die Dinitrophenylgruppe auf den Liposomen kommt.
Durch diesen Antigen-Antikorperkomplex werden die Komplementkomponenten in der Probe
aktiviert. Durch die aktivierten Komplementkomponenten kommt es zu einer Freisetzung von
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH), was zu einer Reduktion von NAD zu NADH
fihrt. Durch diesen Reduktionsvorgang kommt es zu einem Absorptionsanstieg, der

proportional zur Komplementaktivitat in der Probe ist.

Referenzbereich: CH50: 23-46 U/ml
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2.10 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde die Software SPSS 18.0 genutzt.
Stetige Parameter wurden auf Normalverteilung getestet und Mittelwert, Standartabweichung,
Minimum, Maximum und das 95% Konfidenzintervall angegeben. Der Unterschied wurde
mittels student-T-Test auf Signifikanz getestet. Fir den statistischen Vergleich qualitativer

Merkmale wird der exakte Fischer-t-Test genutzt.

Es erfolgte eine Beratung erfolgte durch Dr. Rohl des Instituts fur Biometrie und
Medizinische Informatik der Medizinischen Fakultdt der Otto-von-Guericke-Universitat

Magdeburg.

30



3 Ergebnisse

3.1 Vergleich der Haufigkeit des Mikrochimerismus zwischen den untersuchten
Gruppen

Der Anteil von Frauen mit MC unterschied sich stark zwischen der RA Gruppe, der SLE
Gruppe und den gesunden Kontrollen (Tabelle 7). Von 72 RA Patientinnen waren 13 MC
positiv (18%). Von 16 SLE Patientinnen waren 5 MC positiv (31%). Unter den 52 gesunden
Kontrollen waren 2 MC positiv (4%). Im Vergleich zu den gesunden Kontrollen ist die
Prévalenz von MC bei Patientinnen mit RA und SLE signifikant erhoht (RA vs. Kontrollen:
p=0,02; SLE vs. Kontrollen: p=0,006). Die Pravalenz des MC ist bei SLE Patientinnen im
Vergleich zu RA Patientinnen bei kleiner Fallzahl nicht signifikant erhéht (p= 0,30).

Tabelle 7: Haufigkeiten des Mikrochimerismus in den untersuchten Gruppen

RA! SLE?? Kontrollen Gesamt
Anzahl MC neg | 59 (81,9%) 11 (68,7%) 52 (96,3%) 122
Anzahl MC pos | 13 (18,1%) 5 (31,3%) 2 (3,7%) 20
Gesamt 72 16 54 142

1RA vs. Kontrollen: p(zweiseitig) = 0,023, 2SLE vs. Kontrollen: p(zweiseitig) = 0,006,
*RA vs.SLE: p(zweiseitig) = 0,303

Das Durchschnittsalter zum Untersuchungszeitpunkt war mit 62 Jahren bei der RA Gruppe
am hdchsten. Die SLE Patientinnen waren mit 55 Jahren im Durchschnitt 7 Jahre junger. Das
Durchschnittsalter der Kontrollen lag bei 40 Jahren. In der RA Gruppe waren die MC
positiven Patientinnen im Durchschnitt alter als die MC negativen, in der SLE Gruppe ist dies
Verhaltnis umgekehrt (Tabelle 8).

Der Krankheitsbeginn lag in der RA Gruppe bei 43 Jahren, in der SLE Gruppe bei 55 Jahren.
Das Durchschnittsalter in der Kontrollgruppe lag mit 40 Jahren unter dem der beiden anderen
Gruppen. Das Alter bei Geburt des ersten Sohns unterschied sich kaum zwischen den
Gruppen (RA/SLE 24 Jahre, Kontrollen 25 Jahre). In der RA Gruppe waren die zuletzt
geborenen Séhne am éltesten (37 Jahre), die jlingsten Séhne der SLE Patientinnen waren 30
Jahre. Die insgesamt jungeren Kontrollen hatten im Durchschnitt vor 15 Jahren ihren jingsten
Sohn geboren (Tabelle 9,10,11).
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Tabelle 8: Alter zum Zeitpunkt verschiedener Lebensereignisse in den untersuchten Gruppen

RA SLE Kontrollen
Untersuchungszeitpunkt 61,7 55,3 40,4
Krankheitsbeginn 43,3 46,9
Geburt des 1. Sohns 23,7 24,7 25,8
Geburt des jungsten Sohns 25,5 26,4 25,5
Alter des jingsten Sohns 37,3 29,8 14,9

Tabelle 9: Alter der RA Patientinnen zum Zeitpunkt verschiedener Lebensereignisse

MC neg MC pos Gesamt
Untersuchungszeitpunkt 61,2 66,0 61,7
Krankheitsbeginn 43,3 43,3 43,3
Geburt des 1. Sohns 23,4 25,4 23,7
Geburt des jungsten Sohns 24,0 27,5 25,5
Alter des jlngsten Sohns 37,0 38,6 37,3

Tabelle 10 : Alter der SLE Patientinnen zum Zeitpunkt verschiedener Lebensereignisse

MC neg MC pos Gesamt
Untersuchungszeitpunkt 57,1 51,2 55,3
Krankheitsbeginn 49,1 42,6 46,9
Geburt des 1. Sohns 26,4 24,0 24,7
Geburt des jungsten Sohns 30,5 26,4 29.8
Alter des jlngsten Sohns 30,5 28,0 29.8

Tabelle 11: Alter der Kontrollen zum Zeitpunkt verschiedener Lebensereignisse

MC pos MC neg Gesamt
Untersuchungszeitpunkt 40,7 31 40,4
Geburt des 1. Sohns 25,6 30 25,7
Geburt des jungsten Sohns k.A. KA. k.A.
Alter des jingsten Sohns 14,8 18,4 14,9
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3.2 Analyse der RA Gruppe

72 Patientinnen mit RA wurden Uber die Studie aufgeklart und nahmen an der genetischen
Untersuchung teil. Bei 13 Patientinnen konnte ein MC wiederholt detektiert werden (MC
pos). Bei 59 Patientinnen wurde hingegen kein MC gefunden (MC neg). Damit liegt der
Anteil von MC positiven Patientinnen in der RA-Gruppe bei 18% (vs. Kontollen: p=0,023).

Das Durchschnittsalter der MC negativen Patientinnen lag bei 61,2+11,1 Jahren. Sie bekamen
ihren ersten Sohn mit durchschnittlich 23,4+4,7 Jahren und den jungsten Sohn mit 24,0+4,7
Jahren (Tabellen 12, 15, 16). Die Geburt des jingsten Sohnes lag 37,0£11,4 Jahre zuriick
(Tabelle 17). Die MC negativen Patientinnen erkrankten mit durchschnittlich 43,3+12,2
Jahren (Tabelle 13). Zwischen der Geburt des ersten Sohnes und dem Beginn der Erkrankung
lagen im Schnitt 19,8+10,7 Jahre (Tabelle 14).

Bei den Patientinnen, die MC positiv getestet wurden, lag das Durchschnittsalter bei 66,0+9,0
Jahren. Das Alter bei Geburt des ersten Sohnes betrug 25,4+5,0 Jahre, das Alter bei der
Geburt des jungsten Sohns betrug 38,6+6,1 Jahre (Tabellen 12, 15, 16). Die Geburt des
jungsten Sohnes lag 38,6+6,1 Jahre zuriick (Tabelle 17). Das Erkrankungsalter lag bei
43,3+10,7 Jahren. Die MC positiven Patientinnen erkrankten 18,7+9,6 Jahre nach der Geburt
des ersten Sohnes an RA (Tabelle 13, 14).

Die MC positiven und MC negativen Patientinnen der RA-Gruppe weisen hinsichtlich des
Durchschnittsalters, dem Alter bei Geburt des ersten Sohnes, dem Erkrankungsalter und der
Dauer bis zum Erkrankungsbeginn nach Geburt des ersten Sohnes keine signifikanten
Unterschiede auf (Tabelle 12, 13).

MC positive Patientinnen haben im Durchschnitt mehr Séhne geboren als MC negative
Patientinnen (Durchschnitt 1,5 S6hne/Pat. vs. 1,2 Séhne/Pat., p = 0,218 Tabelle 18). Von den
MC negativen Patientinnen haben 82,5% nur einen Sohn geboren. 17,5% haben 2 Séhne, der
Durchschnitt lag bei 1,2 Kindern. Die MC positiven Patientinnen haben in 63,6% der Félle
einen Sohn geboren, jeweils 18,1% haben 2 oder 3 Sohne, der Durchschnitt lag bei 1,5
Kindern (Tabelle 18).
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Tabelle 12: Alter der RA Patientinnen zum Untersuchungszeitpunkt

MC neg MC pos Gesamt
Gultige Falle/Anzahl Patienten 59/59 13/13 72172
Mittelwert 61,2 66,0 61,7
95% Konfidenzintervall des Mittelwertes | 58,3 /64,1 58,6 / 69,5 59,2 /64,3
Standardabweichung 11,1 9,0 10,7
Minimum 41 48 41
Maximum 84 76 84
Tabelle 13: Alter der RA Patientinnen bei Erstdiagnose

MC neg MC pos Gesamt
Gultige Falle/Anzahl Patienten 53/59 11/13 54/72
Mittelwert 43,3 43,3 43,3
95% Konfidenzintervall des Mittelwertes | 40,0/ 46,7 36,1/50,4 40,4/ 46,3
Standardabweichung 12,2 10,6 11,9
Minimum 18 24 18
Maximum 72 59 72

Tabelle 14: Jahre zwischen Geburt des ersten Sohns und Krankheitsbeginn der RA

MC neg MC pos Gesamt
Gultige Falle/Anzahl Patienten 53 /58 11/13 64/72
Mittelwert 19,8 18,7 19,6
95% Konfidenzintervall des Mittelwertes | 17,0/ 22,8 12,3/25,2 17,0/ 22,3
Standardabweichung 10,677 9,572 10,4
Minimum 0 0 0
Maximum 37 29 37
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Tabelle 15: Alter der RA Patientinnen bei Geburt des ersten Sohns

MC neg MC pos Gesamt
Gultige Falle/Anzahl Patienten 53/59 11/13 64/72
Mittelwert 23,4 25,4 23,7
95% Konfidenzintervall des Mittelwertes | 22,9 /24,6 22,0/ 28,8 22,5 /24,9
Standardabweichung 4.7 51 4.7
Minimum 18 20 18
Maximum 38 35 38
Tabelle 16: Alter der RA Patientinnen bei Geburt des jingsten Sohns

MC neg MC pos Gesamt
Gultige Falle/Anzahl Patienten 56/58 11/13 67/72
Mittelwert 24.0 27,5 245
95% Konfidenzintervall des Mittelwertes | 22,7 / 25,2 24,4 /30,5 23,41 25,7
Standardabweichung 4.7 45 4.8
Minimum 24 20 24
Maximum 38 35 38

Tabelle 17: Alter des jingsten Sohns der RA Patientinnen zum Untersuchungszeitpunkt

MC neg MC pos Gesamt

Gultige Falle/Anzahl Patienten 53/59 11/13 64/72
Mittelwert 37,0 38,6 37,3
95% Konfidenzintervall des Mittelwertes | 33,9/40,1 34,4/142,7 34,6/39,9
Standardabweichung 11,4 6,1 10,6
Minimum 5 30 5
Maximum 59 47 59
Tabelle 18: Anzahl der S6hne der RA Patientinnen

1 2 3 Gesamt
MC neg 47 (82,5%) 10 (17,5%) 0 (0%) 57 (100%)
MC pos 7 (63,6%) 2 (18,1%) 2 (18,1%) 11 (100%)
Gesamt 54 (79,4%) 12 (17,6%) 2 (2,9%) 68 (100%)
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Der Vergleich der serologischen Parameter zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen. CCP-AK negative Krankheitsverlaufe kamen bei MC positiven Patientinnen
h&ufiger vor als bei MC negativen Patientinnen (p=0.37) vor (Tabelle 20). Ein besonders
hoher RF Titer lieR sich bei MC positiven Frauen hingegen haufiger finden als bei MC
negativen Frauen (Tabelle 21). Auch die Anzahl der Félle, in denen eine Therapie mit
Biologicals auf Grund besonders schwerer Erkrankung durchgefuhrt wurde, unterschied sich
nicht signifikant zwischen den Gruppen (68% der MC neg vs. 77% der MC pos) (Tabelle 19).

Die rontgenologischen Gelenkdestruktionen zum Untersuchungszeitpunkt wurden anhand des
Steinbrocker Stadiums bewertet. Dabei zeigten die MC negativen Patientinnen im
Durchschnitt mit 3,0 ein niedrigeres Steinbrocker Stadium als die MC positiven Patientinnen
mit 3,2 ohne statistische Signifikanz (Tabelle 22). "

Da der Grad der Gelenkdestruktion von der Erkrankungsdauer abhangig ist, wurde das
Intervall zwischen Krankheitsbeginn und Zeitpunkt der Aufnahme des befundeten
Rontgenbildes ermittelt. Dabei hatten MC neg Patientinnen im Durchschnitt mit 16,5 Jahren
(Standardfehler 1,2, Standardabweichung 8,9, Median 15, Min 2, Max 41 Jahren) ein
kirzeres Zeitintervall als MC positive Patientinnen mit 19,4 Jahren (Standardfehler 2,9,
Standardabweichung 9,6, Median 18, Min 4, Max 35 Jahren) (Tabelle 23).

Um das Steinbrocker-Stadium abhangig von der Erkrankungsdauer darzustellen, wurde auch
der Quotient aus Steinbrocker-Stadium und Erkrankungsjahren gebildet (MC neg 0,3, MC pos
0,2). Dabei zeigte sich, dass die Quotienten in Anhangigkeit bei MC positiven und MC
negativen Patientinnen nahezu identisch sind. Das im Durchschnitt héhere Steinbrocker-
Stadium lasst sich durch die langere Erkrankungsdauer bei héherem Durchschnittsalter

erklaren.

Tabelle 19: CCP-AK, RF und Biological-Therapie bei RA Patientinnen

MC neg MC pos
CCP AK positiv 47/54 (87%) 9/12 (75%)
RF positiv 42/56 (75%) 9/12 (75%)
Biological-Therapie 40/59 (68%)* 10/13 (77%)*

1p=0,742
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Tabelle 20: Vorkommen von CCP Antikérpern in der RA Gruppe

CCP-AK negativ | CCP-AK positiv Gesamt

0-25 1U/ml 26-100 U/ml  101-1000 IU/ml  >1000 IU/ml
Anzahl MC neg 7 (13%) 9 (17%) 23 (43%) 15 (28%) 54 (100%)
Anzahl MC pos 3 (25,0%) 1 (8%) 5 (42%) 3 (25%) 12 (100%)
gesamt 10 (15,2%) 10 (15%) 28 (42%) 18 (27%) 66 (100%)
Tabelle 21: Vorkommen des Rheumafaktors in der RA Gruppe

RF negativ RF positiv

0-20 1U/ml 21-100 IU/ml >100 IU/ml Gesamt
Anzahl MC neg 13 (23,6%) 31 (56,4%) 11 (20,0%) 55 (100,0%)
Anzahl MC pos 3 (25,0%) 3 (25,0%) 6 (50,0%) 12 (100,0%)
gesamt 16 (23,9%) 34 (50,7%) 17 (25,4%) 67 (100,0%)

Tabelle 22: Verteilung der Steinbrocker Stadien in der RA Gruppe

Steinbrocker Stadium MC neg MC pos
1 6 (10%) 1 (8%)
2 11 (22%) 2 (15%)
3 16 (30%) 3 (23%)
4 22 (37%) 7 (53%)

Tabelle 23: RA: Jahre zwischen Erkrankungsbeginn und befundeter Rontgenaufnahme abhéngig
vom Steinbrocker Stadium

Steinbrocker Stadium

Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4
MCneg MCpos | MCneg MCpos | MCneg MCpos | MCneg MC pos

Mittelwert 11 16 141 4 15,8 15 20,0 24,7
Standard- 6.8 7.8 83 10,1 95 7,0
abweichung

Median 11,5 16 12 4 15 13 20 25
Minimum 2 16 6 4 6 6 6 16
Maximum 20 16 34 39 26 43 35
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3.3 Analyse der SLE Gruppe

16 Patientinnen mit SLE wurden auf das Vorliegen von MC untersucht. Von den 16
Patientinnen konnte bei 5 Patientinnen ein MC nachgewiesen werden. Der Anteil von MC
positiven Frauen liegt damit bei 31%. Das Durchschnittsalter der MC negativen SLE
Patientinnen 57 Jahre, zum Zeitpunkt der Erstdiagnose waren sie 49 Jahre alt. Bei der Geburt
des ersten Sohns waren sie durchschnittlich 26 Jahre alt. Ihren jingsten Sohn haben sie mit 27
Jahren bekommen und erkrankten 22 Jahre spater an SLE (Tabelle 24-28).
Die MC positiven Frauen waren durchschnittlich 51 Jahre alt und waren bei
Erkrankungsbeginn 43 Jahre alt. Das Alter bei der Geburt des altesten Sohns lag bei 24 Jahren
und flr den jlngsten Sohn bei 26 Jahren. Durchschnittlich erkrankten die MC positiven
Frauen 19 Jahre nach der Geburt des ersten Sohns (Tabelle 24-28). Mit 60% hat die Mehrheit
der MC positiven Patientinnen zwei S6hne geboren, unter den MC negativen Patientinnen
hingegen haben 91% nur einen Sohn (p= 0.214); Durchschnitt MC neg: 1,1 S6hne/Pat. vs.
MC pos: 1,4 S6hne/Pat (Tabelle 29).

Tabelle 24: Alter der SLE Patientinnen zum Untersuchungszeitpunkt

MC neg MC pos Gesamt
Gultige Falle/Anzahl Patienten 11/11 5/5 16/16
Mittelwert 57,1 (3,675) 51,2 (3,441) 55,2 (2,736)
95% Konfidenzintervall des Mittelwertes | 48,9 /65,5 41,6 /60,7 49,8 /60,7
Standardabweichung 11,622 7,694 10,240
Minimum 45 42 42
Maximum 82 58 82

Tabelle 25: Alter der SLE Patientinnen bei der Erstdiagnose

MC neg MC pos Gesamt
Gultige Falle/Anzahl Patienten 10/11 5/5 15/16
Mittelwert 49,1 (4,5) 42,6 (3,8) 46,9 (3,3)
95% Konfidenzintervall des Mittelwertes | 39,0 /59,2 32,1/53,1 40,0/54,0
Standardabweichung 141 8,4 12,6
Minimum 27 35 27
Maximum 75 54 75
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Tabelle 26: Alter der SLE Patientinnen bei Geburt des ersten Sohns

MC neg MC pos Gesamt
Gultige Falle/Anzahl Patienten 10/11 4/6 14/16
Mittelwert 26,4 (1,6) 24,0 (2,4) 24,7 (1,3)
95% Konfidenzintervall des Mittelwertss | 22,7 /30,1 16,3/31,7 22,8128,7
Standardabweichung 5,2 4.8 5,045
Minimum 22 18 18
Maximum 38 31 38
Tabelle 27: Alter der SLE Patientinnen bei Geburt des jlingsten Sohns

MC neg MC pos Gesamt
Gultige Falle/Anzahl Patienten 10/11 4/5 14/16
Mittelwert 26,7 (1,6) 25,5 (2,0) 26,4
95% Konfidenzintervall des Mittelwertes | 23,0/ 30,4 19,1/31,9 23,6/29,1
Standardabweichung 5,2 4,0 4.8
Minimum 22 22 22
Maximum 38 31 38

Tabelle 28: Alter des jlingsten Sohns der SLE Patientinnen zum Untersuchungszeitpunkt

MC neg MC pos Gesamt
Gultige Falle/Anzahl Patienten 10/11 4/6 14/16
Mittelwert 30,5 (3,9) 28,0 (4,4) 29,8 (3,0)
95% Konfidenzintervall des Mittelwertes | 21,6 /39,4 13,8/42,2 23,3/36,3
Standardabweichung 12,4 8,9 11,3
Minimum 18 18 18
Maximum 57 36 57
Tabelle 29: Anzahl der Séhne der SLE Patientinnen

‘ 1 2 3 Gesamt

MC neg 10 (91%) 1 (9%) 0 (0%) 11 (100%)
MC pos 3 (60%) 2 (40%) 0 (0%) 5 (100%0)

Der Vergleich der serologischen Parameter zeigte bei den SLE Patientinnen keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der ANA-Titer, der Anti-Doppelstrang-DNA-
Antikorper oder der Komplementanalyse (C3, C4, CH50) (Tabelle 30).
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Organmanifestationen des SLE traten in der MC negativen Gruppe am h&ufigsten an den
Gelenken (70%), an der Haut (60%) oder in Form einer Sicca-Symptomatik auf. Bei 30 % der
Patientinnen kam es zu einer ZNS-Beteiligung. Die MC positiven Frauen hatten eher milde
Formen der Organmanifestation (80% Sicca-Symptomatik, 60% Gelenkbeteiligung). Eine
ZNS-Beteiligung oder eine Nierenbeteiligung zeigten 20% (Tabelle 31). Eine
Hautbeteiligung trat nur bei MC negativen Patientinnen auf.

Tabelle 30: Serologische Parameter der SLE Patientinnen

1 Anti-ds- 3 4 5 6

Fallnummer ANA DNA AK? C3 C4 CH50 IL2R

1 +++ 340 1,39 0,30 51,9 579

2 ++ 17 1,55 0,30 43,6 546

3 +++ 432 1,34 0,33 56,9 293

> 4 +++ Neg 1,25 0,28 48,7 538

é 5 +++ Neg 1,47 0,23 59,1 275
e 6 ++ 75 . . . .
(@) 7 ++ 14 1,18 0,20 42,1 .

2 8 — 20 0,94 0,17 49,7 479
9 +++ 333 1,06 0,17 54,8 .

10 +++ 33 1,35 0,13 55,9 480
Gesamt n 10 10 9 9 9 7

1 ++ Neg 1,45 0,22 52,7 705
= 2 +H++ . . . :

I3 3 +++ 44 1,50 35 60,9 664
o 4 ++ Neg . . . .
> Gesamt n 4 3 2 2 2 2
Gesamt n 14 13 11 11 11 9

Normbereiche: 11:80-1:320 (+-++), 1:640-1:1280 (+++), >1:2560 (++++); < 100 RE/ml; ®0,9-1,8 g/I; * 0,1-0,4
g/l; ° 23-46 U/ml; ® 223-710 U/ml.
(Siehe auch 2.2. Material und Methoden)

Tabelle 31: Organbeteiligung der SLE Patientinnen

Sicca- Nieren- Haut- ZNS- Gelenk-
Symptomatik beteiligung  beteiligung  Beteiligung beteiligung

MC neg (n=10) | 2 (20%) 0 (0%) 6 (60%)* 3 (30%) 7 (70%)
MC pos (n=5) 4 (80%) 1 (20%) 0 (0%)* 1 (20%) 3 (60%)
Gesamt 6/15 1/15 6/15 4/15 10 (67%)
*=p<0,05
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3.4 Analyse der Kontrollgruppe

54 gesunde Frauen hatten sich nach der Aufklarung zur Teilnahme an der Untersuchung bereit
erklart und Blutproben abgegeben. VVon den 54 Frauen wurden 2 positiv auf das DYS14-Gen
getestet. Dies entspricht einem Anteil von 3,7%.

Das Durchschnittsalter der Frauen lag zum Untersuchungszeitpunkt bei 40,4 Jahren. Die
beiden MC positiven Patientinnen waren 31 und 36 Jahre alt. Im Durchschnitt waren die
Frauen zum Zeitpunkt der Geburt ihres ersten Sohnes 25,8 Jahre alt. Die Geburt des jlingsten
Sohnes lag zum Untersuchungszeitpunkt zwischen 20 Tagen und 39 Jahren zuriick, im
Durchschnitt 14,9 Jahre (Tabellen 32-34).

8 Frauen gaben, einen Abort gehabt zu haben. Die Aborte lagen dabei zwischen 15 und 31
Jahren zurlck. Alle Frauen mit Aborten waren MC negativ. VVon zwei Frauen wurde bei der
Frage nach Erkrankungen eine Arthritis angegeben, eine Frau gab eine

Autoimmunthyreoiditis an. Bei diesen drei Frauen konnte kein MC nachgewiesen werden.
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Tabelle 32: Alter der Kontrollen zum Untersuchungszeitpunkt

MC neg MC pos Gesamt
Gultige Falle/Anzahl Patienten 32/52 1/2 33/54
Mittelwert 40,7 31 40,4
95% Konfidenzintervall des Mittelwertes | 37,1/ 44,3 36,9/43,9
Standardabweichung 9,9 9,9
Minimum 23 31 23
Maximum 61 31 61
Tabelle 33:Alter der Kontrollen bei der Geburt des ersten Sohns

MC neg MC pos Gesamt
Gultige Falle/Anzahl Patienten 31 1 32
Mittelwert 25,61 30 25,75
Standardabweichung 4,2 4,2
Minimum 19 30 19
Maximum 34 30 34
Tabelle 34: Alter des jiingsten Sohns der Kontrollen

MC neg MC pos Gesamt
Gultige Falle/Anzahl Patienten 51 2 53
Mittelwert 14,8 18,4 14,9
Standardabweichung 10,7 249 11,1
Minimum 0 1 0
Maximum 39 36 39
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4 Diskussion

Die Schwangerschaft ist die haufigste Quelle fir einen nattrlich erworbenen MC, da Uber die
Plazenta der Austausch von Zellen ermdoglicht wird [79]. Seit mehr als 30 Jahren wird das
Auftreten von MC in verschiedenen Geweben mit unterschiedlichen Methoden untersucht,
wobei durch die zur Verfiigung stehenden Nachweisverfahren wie die PCR heute zuverlassig
auch sehr geringe Mengen mannlicher DNA im weiblichen Organismus nachgewiesen
kénnen. Im Zentrum der Forschung stehen meist Fragestellungen aus den Bereichen der
Transfusionsmedizin, der Onkologie, der Transplantationsmedizin und der Neonatologie.
Aktuell stellt die Isolierung kindlicher DNA aus dem mutterlichen Blut eine neue, nicht-
invasive diagnostische Mdoglichkeit zur vorgeburtlichen Feststellung einer Trisomie 21 dar
[26, 52]. Doch auch der Einfluss des MC auf die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen
ist Gegenstand der aktuellen Forschung. Der Vergleich von Daten zur Préavalenz des MC ist
bisher nur bedingt mdglich, da sich die angewendeten Nachweisverfahren in der Sensitivitat
und Spezifitdat teils stark unterscheiden und durch unterschiedliche Ein- und

Ausschlusskriterien die Quellen fur MC vielseitig sein kdnnen (Tabelle 35) .

4.1 Nachweis des Y-Chromosoms mittels PCR im mutterlichen Blut

Zum Nachweis eines MC mit der PCR koénnen Sequenzen auf dem Y-Chromosom
amplifiziert werden. Dazu eigenen sich die Zielsequenzen SRY, DYS14 (auch TSPY genannt)
oder DAZ. Vorteil des Gens DYS14 ist, dass es eine grof’e Anzahl an Kopien aufweist. Ein
Nachweis dieser Sequenz hat daher eine hohe Sensitivitat [110]. Aus diesem Grund wurde flr
den Nachweis des MC in der vorliegenden Arbeit eine Sequenz des DYS14 Gens amplifiziert.
Um die Sensitivitdt der Methode weiter zu erhohen, wurde die PCR als nested PCR
durchgefuhrt. Zur Optimierung von Sensitivitdt und Spezifitdt der PCR wurden die PCR-
Bedingungen mehrfach variiert, bis anhand von Verdunnungsreihen ein Nachweis von MC
bis zu Konzentrationen von 1: 40 000 mé&nnlichem zu weiblichem Vollblut zuverlassig
moglich war. Dies entspricht einem Mischungsverhaltnis von 1. 48 000 mannlichen zu
weiblichen Leukozyten im Blut. Die extrahierte DNA aus dem Patientenserum wurde
mindestens zwei Mal mittels PCR auf das DYS14 Gen untersucht. Bei nicht eindeutigen

Ergebnissen wurde die Probe ein weiteres Mal untersucht.
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Fur die Sensitivitdt und Spezifitat der Methode spielt auch die Lange der Zielsequenz eine
wichtige Rolle. Chiu et al. konnten 2005 zeigen, dass, wenn mit der real-time PCR nach
fetaler DNA gesucht wird, die Amplifizierung kleiner Fragmente zuverléssiger als der
Nachweis groRerer Amplifikate gelingt. Dies deutet darauf hin, dass fetale DNA im
mitterlichen Organismus eher in kleineren Fragmenten vorliegt (<450 bp) [21]. Die in der
vorliegenden Arbeit amplifizierten Fragmente haben eine Grélie von 278 bp bei der ersten
und 186 bp bei der nested PCR und liegen damit in einem Bereich, der sich gut fur die

Amplifizierung eignet.

Lee et al. untersuchten 2001 die Unterschiede bei der Quantifizierung von freier DNA im
Serum- und in Plasmaproben [64]. In Serumproben fanden sie eine 20-fach hdhere
Konzentration von freier DNA als in zellfreien Plasmaproben, da es durch die Koagelbildung
in der Serummonovette zu einer vermehrten Freisetzung von DNA kommt. Entsprechend der
Fragestellung ist zur Quantifizierung von freier DNA zellfreies Plasma vorzuziehen, zur
Detektion von einem MC wird aber die Nutzung von Serum oder Vollblut bevorzugt, da die

Sensitivitat hoher ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden RA und SLE Patientinnen auf das Vorkommen des
DYS14-Gens (Teil des Testis-spezifischen Proteins auf dem Y-Chromosom) im peripheren
Blut getestet. DYS14 wird hierbei zum Nachweis des vom Sohn stammenden feto-maternalen
MC genutzt. Die in der Arbeit angewendete Methode bietet nur die Mdoglichkeit, das
Auftreten eines MC qualitativ, aber nicht quantitativ zu erfassen. Generell ist eine
Quantifizierung des MC in Organgewebe oder Blut mdglich. Aufgrund des sehr geringen
Anteils der chiméren Zellen im mitterlichen Organismus und der hohen Gefahr von
Verunreinigungen der Proben mit mannlicher DNA wurde in dieser Arbeit jedoch auf eine

Quantifizierung verzichtet.

4.2 Pravalenz des feto-maternalen Mikrochimerismus in unterschiedlichen Kohorten

In der RA Gruppe lag der Anteil von Frauen mit MC bei 18% und war damit signifikant hoher
(p=0,02) als bei den Kontrollen (3,7%). Die Prévalenz des MC lag in der SLE Gruppe bei
31% und war damit ebenfalls gegeniiber der Kontrollgruppe hochsignifikant erhoht
(p=0,006). Im Vergleich zur RA Gruppe ist die Prévalenz in der SLE Gruppe erhéht, erreicht
aber keine Signifikanz.

In der Literatur finden sich je nach Methodik und Auswahl der Patienten fiir den MC im
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peripheren Blut flr eine RA Pravalenz zwischen 18% bei Yan et al. und 42% bei Rak et al.
[87, 108]. Fur den SLE lassen sich ebenso in der Literatur unterschiedliche Angaben zum MC
im peripheren Blut finden: 0% bei Miyashita [71] und 50% bei Mosca et al. [72]. Dabei ist ein
direkter Vergleich der Studien aufgrund verschiedener Faktoren erschwert: Unterschiede
finden sich hinsichtlich der Einschlusskriterien (wie Bluttransfusionen oder Aborte) und
Vollstandigkeit der Angaben zum Alter der Patientinnen, zur Erkrankungsdauer, zur Anzahl
der S6hne oder zur der Krankheitsschwere (Tabelle 35, Seite 48).

Neben Schwangerschaften gelten gerade Aborte als bedeutende Quelle fur einen feto-
maternalen MC. Waéhrend der Schwangerschaft konnen groRere Mengen Blut zwischen
Mutter und Kind ausgetauscht werden, zudem wird das semiallogene Material im Blut
langsamer entfernt, wie Yan und Lambert zeigen konnten [108]. Um eine bestmdgliche
Vergleichbarkeit der Prévalenz fur einen MC zu gewéhrleisten, kam in der vorliegenden
Arbeit der Erstellung von Einschlusskriterien eine besonders grolRe Bedeutung zu. Dadurch
konnten andere MC-Quellen als die Geburt eines Sohnes weitestgehend ausgeschlossen

werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde bei der Auswahl des Patientenguts Bluttransfusionen
beriicksichtigt, da bei der Ubertragung von Blutbestandteilen die Kinetik der Entfernung
fremder Zellen und DNA aus dem Organismus bisher nicht abschlielend gekléart ist. Zudem
ist nicht unmittelbar bekannt, ob es sich bei einer Transfusion um einen weiblichen oder
méannlichen Spender gehandelt hat. Auch bei Kenntnis des durchschnittlichen Anteils an
méannlichen Blutspendern kann keine zuverldssige Aussage zur Beeinflussung der Prévalenz
des MC gemacht werden, weshalb Bluttransfusionen abschlieBend als Ausschlusskriterium
gewertet wurden. In dieser Arbeit fuhrte der Ausschluss von transfundierten Patientinnen
dazu, dass etwas 50% der anfénglich angeschriebenen Patientinnen ausgeschlossen werden
mussten. Dieser hohe Anteil kann darin begriindet sein, dass Patientinnen, die seit vielen
Jahren an RA leiden, oft Gelenkersatzoperationen hatten, bei denen die Gabe von Fremdblut
notig war. Bei den SLE Patientinnen konnen durch Blutbildveranderungen
Fremdbluttransfusionen indiziert sein. Viele der hier untersuchten Patientinnen berichteten
von Fremdbluttransfusionen im Rahmen gynékologischer Eingriffe. Bei den gesunden Frauen
bestand in der Regel nur selten die Indikation zur Fremdblutiibertragung, zum Beispiel unter
der Geburt oder nach Unfallen mit groem Blutverlust. Die Auskunft Gber

Fremdbluttransfusionen in der Vergangenheit erfolgte anamnestisch. Bei vielen Patientinnen

45



lag der Zeitpunkt der letzten Fremdbluttransfusion bereits mehrere Jahre zuriick, so dass die

Anamneseerhebung fehlerbehaftet ist.

Neben den Einschlusskriterien spielt auch die Zusammensetzung der Kohorten eine wichtige
Rolle fur die Aussagekraft der Ergebnisse. Dazu erhobene Daten bezuglich des Alters zum
Beobachtungszeitpunkt und bei Erkrankungsbeginn, sowie die Daten zur Anzahl der S6hne
dienten der Charakterisierung der Kohorten. Insgesamt 143 Frauen, davon 72 Frauen mit RA,
16 Frauen mit SLE und 54 gesunde Kontrollen, wurden untersucht. Das Durchschnittsalter
der untersuchten Frauen mit RA lag bei 61,7 Jahren, das durchschnittliche Alter bei Beginn
der Erkrankung lag bei den MC positiven und negativen Patientinnen bei 43,3 Jahren. Das
Durchschnittsalter der SLE Patientinnen lag bei 55,3 Jahren. Das Alter bei Krankheitsbeginn
liegt bei 49,3 Jahren fiir MC negative und bei 42,6 Jahren fur MC positive Patientinnen. Da es
sich bei den Kontrollen um arbeitstatige Frauen handelte, lag der Altersdurchschnitt mit 40,4
Jahren deutlich unter den beiden anderen Gruppen. Bei gesunden Frauen hat sich in anderen
Studien zeigen lassen, dass der MC mit zunehmender Zeit nach der Entbindung verschwindet
[59, 105]. Folglich wiirde eine jungere Kontrollgruppe eine héhere Prévalenz des MC haben
als eine Kontrollgruppe von Frauen mit héherem Durchschnittsalter. Der Unterschied zu den

Erkrankten wirde dann eine noch héhere Signifikanz aufweisen.

In der vorliegenden Arbeit haben MC positive Frauen sowohl in der SLE als auch in der RA
Gruppe mehr Sohne geboren als MC negative Frauen (SLE: Durchschnitt MC neg: 1,09
Soéhne/Pat. vs. MC pos: 1,4 Séhne/Pat., p = 0.214; RA: Durchschnitt 1,5 Séhne/Pat. vs. 1,2
So6hne/Pat., p = 0.218). Die hohere durchschnittliche Anzahl von Séhnen bei MC positiven
Patientinnen konnte damit erklart werden, dass bei mehr Schwangerschaften eine h&ufigere
und langere Ubertragung von fetalen Zellen auf die Mutter stattfindet. In der SLE Gruppe
wurden besonders wenige Kinder geboren, was darin begriindet sein kann, dass bei einem
SLE bis vor wenigen Jahren von Schwangerschaften abgeraten wurde, da die Erkrankung mit
einem erhohten Gesundheitsrisiko fir die Frau und einem hohen Risiko fir das Kind

verbunden ist.

Die Tatsache, dass eine Frau bereits an einer RA oder einem SLE erkrankt ist, kann den
Schwangerschaftsverlauf schon von Beginn an beeinflussen. Schwere Krankheitsverldufe
koénnen dazu flhren, dass sich die Frau gegen leibliche Kinder entscheidet. Auch durch die
medikamenttse Therapie kann es notig werden, den Zeitpunkt der Schwangerschaft zu

verschieben. Um diesen Einfluss minimieren zu koénnen, wurden fiir diese Arbeit Frauen
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gesucht, bei denen der Zeitpunkt der Geburt des ersten Kindes vor der Diagnosestellung lag.
Das Durchschnittsalter bei der Geburt des ersten Sohns war bei den Patientinnen mit RA und
SLE in der vorliegenden Untersuchung nahezu identisch.

Mit dem Auftreten von MC nach Schwangerschaften befassten sich auch Khosrotehrani et al.
und fuhrten 2003 eine Metaanalyse von 11 Arbeiten zum fetalen zellularen MC durch [51].
Eingeschlossen wurden Studien zu MC im mutterlichen Gewebe unabhéngig von Alter und
Erkrankungen der Patientinnen. Sie fanden keine Unterschiede zwischen Frauen mit MC und
ohne MC beziiglich folgender Merkmale: Anzahl der Geburten und Schwangerschaften und
Anzahl der ménnlichen Nachkommen. Unterschiede fanden sie hinsichtlich der Fehlgeburten.
Fehlgeburten in der Anamnese waren signifikant (p=0,02) mit dem Vorkommen von MC
assoziiert. AuBerdem konnten in Gewebeproben von Frauen mit Autoimmunerkrankungen
mehr fetale MC nachgewiesen werden als in Geweben von Frauen ohne

Autoimmunerkrankungen (p = 0,01).

Bei der Betrachtung der Zusammensetzung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Kohorte ist auch zu beachten, dass die RA und die SLE Patientinnen aus dem Patientengut
eines Fachkrankenhauses rekrutiert wurden. Daher ergab sich eine Auswahl von Patientinnen
mit schwerem und langem Krankheitsverlauf. Sollte davon ausgegangen werden, dass schwer
erkrankte Patientinnen geh&uft einen MC aufweisen, ergdbe die hier ermittelte Prévalenz fir

einen MC einen oberen Grenzwert.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse
zwischen den beiden Autoimmunerkrankungen RA und SLE durch Anwendung der gleichen
Methode und Auswahl geeigneter Einschlusskriterien angestrebt. Eine Ubertragung der
Ergebnisse auf die Gesamtheit der RA oder SLE Patientinnen bedarf einer weitaus groReren,
reprasentativen Stichprobe, die auch Patientinnen mit milderen Krankheitsverlaufen

einbezieht.
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Table 35 Ubersicht tiber Studien zu MC bei RA und SLE Patienten

Erkrank- | Anzan! 5&252?? e Blut.
Autor Jahr Probanden/ Methode |% MC positiv . transfusionen
ung Durchschnitts- |.
Proben in Anamnese
alter
Atkinset |2010 |RA 19 Rheumaknoten |PCR, 13/15 (87%) 22,5 Jahre / eingeschlossen
al. [10] von 15 Patienten Gewebe | Patienten, Alter: 66 Jahre
14/19 (74%) Knoten
Hroma- |[2008 |Kollage- |15 Synoviaproben |PCR, 5/13 Synoviaproben |16,4 Jahre / unbekannt
dnikova nosen von RA Patienten; |Gewebe |(38%), 4/10 (40%) Alter: 55,5
et al. [43] 19 Hautbiopsate Hautbiopsate Jahre
von 14 Gesunden
Johnson |2001 |SLE 1 Patient, davon FISH, 100% des auffalligen |1 Jahr/ unbekannt
et al. [47] 44 Proben, 11 Gewebe | Gewebes, 0% des Alter: 33 Jahre
gesunde Frauen als normalen Gewebes;
Kontrollen 0/11 der Kontrollen
Kremer [2007 |SLE 7 Patienten, 48 FISH, 7/7 Patienten, 15/34 |7 Jahre/ ausgeschlossen
Hovinga Organproben, 146 |Gewebe |(44%) Kontrollen Alter: 41 Jahre;
et al. [57] Proben von 34 Kontrollen
gesunden Frauen Alter: 47 Jahre
Kremer |2006 |SLE 57 Nierenbiopsate |FISH, 27/49 Patienten Alter: Patienten | eingeschlossen
Hovinga von 49 SLE Gewebe |(55%), 29/57 SLE 31 Jahre 31% mit
et al. [56] Patienten, 51 Biopsate (51%); Fremdblut-
Proben von Kontrollbiopsate transfusionen
gesunden Frauen 13/51 (25%)
Mosca et|2003 |SLE 22 Patienten, 60 PCR, 11/22 Patienten Alter: 44 Jahre; |ausgeschlossen
al. [72] Proben , 24 Vollblut |(50%), 12/24 Kontrollen
Kontrollen Kontrollen (50%) Alter: 48 Jahre
Rak et al. {2009 |RA Fur DRB1*01 MC: |PCR, DRB1*01 MC: Alter: 57 Jahre; | Eingeschlossen;
[87] 33RA, PBMCs |10/33 (30%), Kontrollen 17%,
46 Kontrollen; Kontrollen 2/46 (4%) | Alter: 52 Jahre | Kontrollen:
Fir DRB1*04 MC: DRB1*04 MC: 13%
48 RA, 20/48 (40%),
64 Kontrollen Kontrollen 5/64 (8%)
Yan at al. | 2006 |RA, JIA |25 schwangere PCR, 100% der Patienten | Alter: 33 Jahre | unbekannt
[107] Patienten PBMCs |mit Gelenkmanifes-
tationen, 50% der
Patientin mit RA
Aktivitat
Yan et al.| 2011 |RA 52 Patienten, 34 PCR, 9/52 (17%) fur Alter: 51 Jahre | unbekannt
[111] Kontrollen PBMCs |QKRAA MC, Kontrollen:
Kontrollen 1/34 Alter: 42 Jahre
(3%); 21/52 (40%)
fir QRRAA MC,
Kontrollen 3/34
(18%)
Yan et al.| 2005 |RA 71 RA; 49 HC inkl. | PCR, 18% RA, 24% HC | Alter 33 Jahre | unbekannt
[108] Frauen ohne Sohne |PBMCs (Median)
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4.3 Mikrochimerismus bei rheumatoider Arthritis

In der RA Gruppe wurde der Einfluss des MC auf den Krankheitsverlauf von 72 Patientinnen
untersucht. Bei 18% der Patientinnen konnte ein Y-chromosomaler MC im peripheren Blut
nachgewiesen werden. Im Vergleich mit gesunden Kontrollen ist der Anteil MC positiver RA
Patientinnen signifikant erhoht.

2005 verfassten Yan et al. eine Studie zum MC bei RA. Sie haben die Haufigkeit von MC bei
71 RA Patientinnen und 49 gesunden Frauen verglichen, wobei Daten zur Krankheitsschwere
oder Krankheitsdauer fiir die Patientinnen nicht angegeben wurden. Frauen mit Aborten
wurden nicht ausgeschlossen. Zwischen den gesunden und den erkrankten Frauen fanden sich
kaum Unterschiede bei der Pravalenz des MC (24% vs. 18%) [108]. Bei der Arbeit von Yan
et al. sind die Ergebnisse zur MC Prévalenz in der Untergruppe der RA Patientinnen ohne
Aborte mit der vorliegenden Arbeit vergleichbar. In beiden Untersuchungen liegt die
ermittelte Prévalenz des MC bei 18%.

Um einen maoglichen Einfluss des MC auf den Krankheitsverlauf zu erkennen, wurden in
dieser Arbeit verschiedene Patientencharakteristika analysiert. Das Durchschnittsalter war bei
MC positiven und MC negativen Patientinnen anndhernd gleich, wodurch der Einfluss des
Alters auf den MC beim Vergleich MC positiver und MC negativer Patientinnen innerhalb der
RA Gruppe entfallt. Auch das Alter bei Krankheitsbeginn zeigte keine signifikanten
Unterschiede bei annahernd gleichem Alter bei der ersten Entbindung eines Sohns.

Der Zeitraum, in dem die Mutter theoretisch einem fetalen MC ausgesetzt war, kann
unterschiedlich berechnet werden. Wird bei der Berechnung der Zeitspanne als Startpunkt die
Geburt des jlungsten Sohns genutzt, wird ein mdglichst kurzes Intervall berechnet. Dabei
wirde die Elimination der semiallogenen DNA noch weniger fortgeschritten sein, als wenn
der Zeitpunkt der Geburt des &ltesten Sohns genommen wird. Wurde dieser Zeitpunkt genutzt,
waére das Zeitintervall entsprechend langer. Dies spiegelt die maximale Zeitspanne wider, in
der sich der Organismus der Frau mit dem MC auseinander setzt. In dieser Arbeit wurden
beide Falle betrachtet, ohne dass dabei ein signifikanter Unterschied bei den Ergebnissen
gezeigt werden konnte. Ein krankheitsmodulierender Einfluss des MC hatte sich unter
anderem durch einen Unterschied beim Erkrankungsalter zeigen kdnnen, wurde in dieser
Arbeit jedoch nicht gefunden. In der Literatur finden sich keine Arbeiten dazu, ob das

Erkrankungsalter vom MC abhéngt.
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Allgemein gibt es fur die Beurteilung der Krankheitsschwere mehrere Parameter. Hierbei gibt
es Merkmale, die konstant vorliegen und solche, die abh&ngig von der Krankheitsaktivitat
sind, also stark schwanken konnen. Da in dieser Arbeit der Schwerpunkt auf die
Untersuchung der Langzeitpersistenz des MC gelegt wurde, wurden die Krankheitsparameter
dementsprechend ausgewahlt. Sie umfasst Autoantikérper, Roéntgenbefund und die
medikamentose Therapie. Hinsichtlich der CCP-AK und des RF zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in Abh&ngigkeit vom MC. Die Gelenkdestruktion, gemessen am
Steinbrocker-Index, wurde als Indikator fur die Krankheitsprogression Uber einen langen
Krankheitszeitraum gewéhlt. MC negative Patientinnen zeigten ein etwas niedrigeres
Steinbrocker-Stadium als die MC positiven Patientinnen. Da das niedrigere Steinbrocker-
Stadium der MC negativen Patientinnen mit einer kiirzeren Erkrankungsdauer und einem
niedrigeren Durchschnittsalter einher geht, konnte auch hieraus kein Einfluss auf den
Krankheitsverlauf abgeleitet werden.

Einen anderen Ansatz wahlten Rak et al. zur Beschreibung der Krankheitsschwere in
Abhédngigkeit von einem MC. Die Krankheitsaktivitast wurde mit dem DAS28-Score
gemessen. Sie fanden bei der Untersuchung der Schwere des Krankheitsverlaufs in
Abhangigkeit von der Persistenz von MC keinen Zusammenhang [87]. Fir die vorliegende
Studie stellte sich der DAS28-Score als ungeeignet dar, da dieser eher eine Momentaufnahme
der Krankheitsaktivitat ist [41].

Ein bisher kaum beachteter Einflussfaktor auf den Krankheitsverlauf ist die medikamentose
Therapie. Sie beeinflusst den Krankheitsverlauf nachhaltig und kann einen mdglichen
krankheitsmodulierenden Einfluss des MC verschleiern. In dieser Arbeit wurden aufgrund der
haufig schweren Krankheitsverlaufe viele Patientinnen mit Biologicals behandelt. Die
Therapieentscheidung fur Biologicals kann dabei als Indikator fir einen besonders schweren
Krankheitsverlauf gewertet werden. Um die Kohorten weiter zu charakterisieren, wurde der
Anteil der Patientinnen ermittelt, bei denen Biologicals Teil der Therapie waren. MC positive
und MC negative RA Patientinnen erhielten zu annéhernd gleichen Anteilen Biologicals. Bei
einem starken krankheitsmodulierenden Einfluss des MC hatten sich hier Unterschiede
abbilden konnen. Eine Analyse der RA-Therapie bei Angabe der MC Pravalenz ist in

bisherigen Studien nicht verdéffentlicht worden.
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Weitaus besser beschrieben als die Langzeitpersistenz des MC ist das physiologische
Auftreten eines MC wéhrend der Schwangerschaft. Durch die Bedeutung fiir die Gynakologie
und die Neonatologie standen bisher Untersuchungen bei gesunden Frauen oder RA
Patientinnen wahrend der Schwangerschaft und unmittelbar postpartal im Vordergrund.
Grundlage fur die Annahme, dass MC einen krankheitsmodulierenden Einfluss auf die RA
haben konnten, ist die Beobachtung, dass es wahrend der Schwangerschaft oft zu einer
Besserung der RA kommen kann, wenn die Mutter vermehrt semiallogenen Zellen ausgesetzt
ist [39] [107]. Innerhalb von drei Monaten nach der Entbindung kommt es aber oft zu einem

Wiederaufflammen der Entziindungsaktivitat [82].

Um die Reaktion des Immunsystems bei RA besser zu verstehen, untersuchten Nelson et al.
1993 den Einfluss von semiallogenen Zellen auf den Organismus anhand von HLA-II-
Molekdlen [75]. Bei der RA sind sogenannte ,,shared epitopes bekannt, die auf dem mit der
Krankheit assoziierten HLA-DRB1 Allel liegen [75]. Bei der RA spielen dabei die Allele aus
der DRB1*04 oder der DRB*01 Familie eine grof3e Rolle. Nelson et al. konnten zeigen, dass
eine  Ungleichheit von RA-spezifischen HLA-II-Molekilen  Einfluss auf die
Krankheitsaktivitat hat. Je mehr Unterschiede zwischen den HLA-II-Molekulen von Mutter
und Kind bestanden, desto starker kam es zu einer Verbesserung der Erkrankung. Bei sehr
ahnlichen oder gleichen HLA-Typen konnte sogar eine Verschlechterung der Erkrankung
beobachtet werden [75]. Auch Guthrie et al. fanden in ihrer Arbeit Hinweise, dass der
Einfluss einer Schwangerschaft auf den Krankheitsverlauf abhéangig vom HLA-Genotyp der
Frauen variiert [31]. Wie genau sich diese Epitope auf die Krankheitsentstehung auswirken,
ist noch nicht vollstandig geklart. Als pathophysiologische Faktoren werden die Prasentation
von bestimmten Antigenen, die Ausbildung des T-Zell-Rezeptor-Repertoires sowie die

Produktion von Antikorpern gegen zitrullinierte Proteine diskutiert [75].

Bei Patientinnen, die eine Besserung der RA-Symptome wahrend der Schwangerschaft hatten,
konnten Yan et al. quantitativ und qualitativ mehr kindliche DNA im Organismus der Mutter
nachweisen als bei Patientinnen mit gleichbleibenden Beschwerden [107]. In diesem
Zusammenhang liefert eine Arbeit von Rak et al. interessante Daten. Sie haben in ihrer 2009
veroffentlichten Arbeit untersucht, ob Frauen, die kein HLA-Allel mit ,shared epitope*
aufwiesen, durch MC ein ,,shared epitope erhalten kénnen. Dazu wurden alle untersuchten
Frauen HLA-DRB1 und HLA-DQBL typisiert. Die Frauen, die kein HLA-DRB1*01 Allel
aufwiesen, wurden auf das Vorliegen von DRB1*01 MC untersucht. Bei Patientinnen mit RA
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konnten qualitativ und quantitativ signifikant mehr MC gefunden werden (30%; n 10/30) als
bei den gesunden Kontrollen (4%; n 2/46). Ahnliche Daten konnten auch bei der
Untersuchung der HLA-DRB1*04 MC gefunden werden. Die Suche nach MC mit Allelen,
die keinen Zusammenhang mit RA haben, ergab keinen Unterschied zwischen den Gruppen
[87]. Diese Studien weisen darauf hin, dass der MC postpartum einen protektiven Effekt
aufweist. Ob der MC selbst furr diesen protektiven Effekt verantwortlich ist oder der Nachweis
eher ein Marker fiir eine durchlassigere immunologische Barriere zwischen Mutter und Kind
ist, bleibt unklar.

Neben der Untersuchung von peripherem Blut finden sich in der Literatur verschiedene
Arbeiten zum MC in anderen Geweben. Bei der RA steht das Synovialgewebe im Mittelpunkt
der aktivierten Immunreaktion. Sollten MC an der Pathogenese der RA ursachlich beteiligt
sein, ware ein vermehrtes Vorkommen von MC in diesem Gewebe wahrscheinlich.
Hromadnikova et al. haben Synovialgewebe und Hautbiopsien, die im Rahmen operativer
Eingriffe entnommen wurden, von Patientinnen mit RA auf das Vorkommen von ménnlicher
DNA untersucht. Dazu verwendeten sie Proben von 19 RA Patientinnen, die durchschnittlich
55,2 Jahre alt waren und zuvor S6hne geboren hatten, und verglichen die Ergebnisse mit
denen von RA Patientinnen ohne Kinder oder nur Tdéchtern. Die Erkrankungsdauer lag im
Durchschnitt bei 16,4 Jahren (Minimum 3, Maximum 32 Jahre). Es wurde mit der PCR ein
Teil des SRY Gens amplifiziert und nachgewiesen. Bei den Patientinnen mit Séhnen konnte
im Synovialgewebe bei 5 von 13 Frauen (38,5%) und in 4 der 10 Hautbiopsien (40%)
mannliche DNA nachgewiesen werden. Bei den Proben der vier Frauen, die keinen Sohn
geboren haben, konnte keine méannliche DNA nachgewiesen werden. Eine Schwéche dieser
Studie ist, dass keine Kontrollen, wie z.B. Arthrosepatienten, eingeschlossen wurden.

Bluttransfusionen als Quelle fiir den MC wurden nicht ausgeschlossen [43].

Atkins et al. untersuchten 2010 Rheumaknoten von RA-Patientinnen auf das Vorkommen von
mannlicher DNA [10]. Dazu wiesen sie mittels PCR eine Y-Chromosom-spezifische Sequenz
(DYS14) bei 15 Patientinnen nach. In 14 von 19 Gewebeproben (73,7%) aus den
Rheumaknoten konnte ein MC detektiert werden. Unter den Patientinnen waren auch Frauen,
die keine S6hne geboren hatten. Bei ihnen gab es auch keine Hinweise auf vorangegangene
Aborte. Im Durchschnitt erkrankten die Patientinnen im Alter von 43 Jahren. Bei Probanden

mit den hochsten MC Konzentrationen im Gewebe konnten die niedrigsten CCP-AK-
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Konzentrationen gefunden werden. Bezuglich der Gelenkdestruktion im Réntgenbild konnte

kein Zusammenhang mit dem Auftreten eines MC gefunden werden [10].

Zusammenfassend steht die im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéhte Pravalenz des MC bei
einer RA im Einklang mit bisherigen Arbeiten, wobei die direkte Vergleichbarkeit mit
vorhandenen Arbeiten eingeschrankt ist. Bei der Analyse der Patientencharakteristika und der

Krankheitsparameter liel3 sich weder ein positiver noch ein negativer Einfluss des MC finden.

4.4 Mikrochimerismus beim systemischen Lupus erythematodes

Die Untersuchung von 16 SLE Patientinnen auf einen MC zeigte mit 31% MC positiven
Patientinnen eine signifikant hohere Pravalenz im Vergleich zu den Kontrollen (3,7%). Das
ein MC bei Frauen mit SLE vorkommt, wurde bereits von Abbud Filho M et al. (2002),
Johnson et al. (2001) und Mosca et al. (2000, 2003) beschrieben [1, 47, 71, 72]. Die geringen
Fallzahlen dieser Studien lassen jedoch keine sicheren Aussagen zum Einfluss des MC auf
den Krankheitsverlauf zu. In der Literatur fand bisher besonders das Auftreten eines

maternalem MC im Zusammenhang mit dem neonatalen Lupussyndrom Beachtung [95, 96].

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen MC
positiven und MC negativen SLE Patientinnen flr verschiedene Merkmale. Das
Durchschnittsalter von MC positiven Patientinnen lag bei 51 Jahren und fur MC negative
Patientinnen bei 57 Jahren. Auch das Alter bei Krankheitsbeginn zeigte mit 43 (MC pos) bzw.
49 Jahre (MC neg) kaum Unterschiede bei anndhernd gleichem Alter der Patientinnen bei
Entbindung des ersten Sohnes (MC pos 24 Jahre bzw. MC neg 26 Jahre) und des jlingsten
Sohnes (MC pos 25,5 Jahre bzw. MC neg 27 Jahre).

Zum Vergleich kann die Arbeit von Mosca et al. betrachtet werden. Sie untersuchten 22
Patientinnen mit SLE und 24 gesunde Kontrollen auf das Vorkommen von MC und den
Krankheitsverlauf. In dieser Studie wurden Frauen mit Bluttransfusionen in der Anamnese
ausgeschlossen. VVon den 22 SLE Patientinnen waren 14 Frauen bereits vor der Entbindung
des ersten Kindes an SLE erkrankt. Zwischen der Geburt des jingsten Sohns und dem
Untersuchungszeitpunkt lagen im Durchschnitt 16 Jahre. Bei acht Frauen ging der
Krankheitsbeginn den Schwangerschaften voraus. Zum Nachweis des MC wurde eine
Sequenz auf dem Y Chromosom mittels nested PCR amplifiziert. Bei 50% der SLE
Patientinnen und auch bei 50% der gesunden Kontrollen wurde ein MC detektiert. Auch die

Anzahl der chiméren Zellen im Blut unterschied sich zwischen den Gruppen nicht signifikant.
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Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit fanden Mosca et al. damit keinen Unterschied

zwischen gesunden und erkrankten Frauen [72].

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich keine signifikanten statistischen Unterschiede
bezuglich folgender serologischer Parameter: ANA-Titer, der Anti-Doppelstrang-DNA-
Antikdrper oder der Komplementanalyse (C3, C4, CH50) in Abhéngigkeit von einem MC.
Die oben genannte Arbeit von Mosca et al. zeigt ebenfalls keine Korrelation zwischen der
Schwere des Krankheitsverlaufs, gemessen mit dem European Consensus Lupus Activity
Messurement (ECLAM), und der Présenz fetaler MC [72]. In Bezug auf den fehlenden
Zusammenhang zwischen Krankheitsschwere und MC bestatigt diese Arbeit die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit, auch wenn sich die Methode zur Ermittlung der Krankheitsschwere

unterscheidet.

Da beim SLE der Organbefall von besonderem Klinischen und prognostischen Interesses ist,
wurde in dieser Arbeit die Organbeteiligung retrospektiv anhand der Patientenakten erfasst.
MC positive und MC negative Patientinnen zeigten unterschiedliche Muster des Organbefalls.
Aussagen zur Krankheitsschwere bleiben dabei aufgrund der geringen Fallzahlen unbeachtet.
In der Literatur wurden Gewebe befallener Organe bei SLE hdufiger untersucht als peripheres
Blut. Der Anteil MC positiver Proben lag dabei zwischen 50% und 55% [56, 57] und damit
im Trend hoher als bei Blutuntersuchungen. Kremer Hovinga et al. haben das VVorkommen
von MC in Nieren von gesunden Frauen und Frauen mit SLE untersucht. Dabei haben sie
vermehrt MC in Nierenbioptaten der Patientinnen mit SLE gefunden [56]. Auch in anderen
Geweben konnten MC gefunden werden, so zum Beispiel in Darm und Lunge [57]. Kremer
Hovinga et al. formulierten aus ihren Ergebnissen die Hypothese, dass chimére Zellen am
Reparaturmechanismus von geschadigtem Gewebe beteiligt seien. Dabei wirden die
chiméren Progenitorzellen zu parenchymalen Zellen reifen, wodurch sie die F&higkeit
bek&men, sich in Zellverbdnde einzugliedern und Gewebedefekte zu reparieren. Der
bevorzugten Untersuchung von Gewebeproben SLE-befallener Organe auf MC geht die

Uberlegung voraus, dass in diesen Gewebe quantitativ mehr MC zu finden sein kann.

Zum Pathomechanismus einer mdoglichen systemischen Wirkung des MC gaben Kremer
Hovinga et al. 2007 ein Review heraus, in dem sie die Rolle der MC bei SLE
zusammenfassen [58]. Nach Kremer Hovinga et al. kénne der MC eine Graft-vs-Host
Reaktion auslosen, wobei unter anderem T-Lymphozyten als MC auftraten. Unterstitzt wird

diese Hypothese durch Versuche, die bereits 1980 von Via und Shearer durchgefuhrt wurden
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[103]. Via und Shearer injizierten paternale T-Lymphozyten in den Organismus von SLE
Maus-Modellen, woraufhin sie eine Graft-vs-Host-Reaktion beobachteten. Wenn es sich beim
MC um immunkompetente T-Zellen handelt, was zumindest bei einem kleinen Teil der
nachgewiesenen MC der Fall ist [56], konnte eine Graft-vs-Host-Reaktion vermittelt werden
[58]. Ebenso konne das Auftreten eines MC als Ausloser einer Host-vs-Graft Reaktion
betrachtet werden [58]. Dabei wirden die Antigene der chimdren Zellen eine Immunantwort
als direkte Reaktion auf den MC provozieren oder als Kreuzreaktion durch molekulares
Mimikry. Um eine Host-vs-Graft-Reaktion auszuldsen, musste der Kdérper den MC als fremd
erkennen. Wahrend der Schwangerschaft sind die Mitter vor einer Immunreaktion gegen
fetale Zellen noch weitestgenend geschiitzt. Wenn dieser Schutz verloren geht, da die
Toleranzmechanismen nach der Entbindung entfallen, wirden Reaktionen gegen fetale Zellen
beginnen. Die fetalen Zellen kodnnten sich in der Zwischenzeit bereits in Zellverbdnde
eingenistet haben. Dieses Szenario konnten die Daten von Kremer Hovinga et al. bestétigen
[56]. Theoretisch sollte die Host-vs-Graft-Reaktion auf die Zellverbénde begrenzt bleiben, in
denen MC vorkommen. Dies wirde zu einer lokal und temporér begrenzten Reaktion fuhren.
Nur wenn die MC durch eine Reaktion des Immunsystems nicht erfolgreich zerstért werden
kénnen, konne dies zu einer chronischen Stimulation des Immunsystems fiihren. Dazu kénne
es zum Beispiel kommen, wenn eine gestorte Funktion der NK Zellen oder CD8
Lymphozyten auftréte [58].

In ihrer Hypothese zur chronischen Reaktion durch MC formulieren Kremer Hovinga et al.,
dass durch Mimikry zwischen fetalen und mitterlichen Zellen auch eigene Zellen als antigen
erkannt wirden. Die Entwicklung eines molekularen Mimikry sei nicht ungewoéhnlich, da sich
fetale und mutterliche Zellen stark dhneln, aber doch unterschiedlich genug seien, um eine
Reaktion des Immunsystems auszuldsen [58, 97]. Ein Nachweis dieser Hypothese erweist sich
unter anderem als schwierig, da die antigen wirkenden Zellen zum Zeitpunkt des

Krankheitsbeginns schon lange aus Blut oder Gewebe verschwunden sein konnen.

Ein weiterer interessanter Ansatz, die Langzeitpersistenz des MC zu erkléren, entstand durch
die Beobachtung, dass die Apoptose, die der Aufrechterhaltung der immunologischen
Toleranz dient, beim SLE Besonderheiten aufweist. Dazu beschrieben Erwig et al. (2008),
dass apoptotische Zellen eine zentrale Rolle bei der Toleranz von B- und T-Lymphozyten
spielten, die gegen gewebespezifische und ubiquitére Autoantigene gerichtet seien und so eine

systemische Autoimmunitat unterhielten. In Apoptose befindliche Zellen im Rahmen der
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Gewebehomd@ostase sind eine potente Quelle fiir autoantigen-wirkendes Material, das bei
Storung im Abbau einen Krankheitswert bekommen kann. Die Interaktion von apoptotischen
Zellen und phagozytierenden Zellen ist dabei ein weiterer Faktor [25]. Hinweise auf eine
fehlerhafte Beseitigung der Apoptosekdrperchen bei SLE konnten Morgan und Botto finden,
die Clg-null Mause untersuchten [16, 17, 106]. Die Mause mit einem C1q-Defekt wiesen
einen gestorten Abbau apoptotischer Zellen auf und entwickelten eine Autoimmun-
erkrankung, die dem Krankheitsbild des SLE dhnelte. C1q bindet an apototische Zellen, ein
Fehlen von C1qg im Serum flhrt dazu, dass die Aufnahme dieser Zellen durch Makrophagen
nicht mehr mdoglich ist. Auch ein Fehlen von C3b verschlechtert die Mdglichkeit zur
Aufnahme. In der Zusammenschau scheint das Auftreten des MC bei SLE Patientinnen durch
verénderte Immunreaktionen des Korpers begunstigt zu sein. Bisher konnte jedoch keine

Studie zeigen, dass sich der MC vor- oder nachteilig auf die Erkrankung auswirken kann.

4.5 Schlussfolgerungen

Die Bedeutung des MC fiir den Organismus ist erst in Ansétzen verstanden und ist weiterhin
Gegenstand der Forschung. Einen diagnostischen Wert haben chimére Zellen bereits im
Monitoring der Zellpopulation nach Stammzelltransplantation oder bei der nicht-invasiven
Prénataldiagnostik. Bei den Autoimmunerkrankungen wird der Einfluss des natirlich
erworbenen MC durch die transplazentale Ubertragung von immunkompetenten Zellen
zwischen Mutter und Fetus wahrend der Schwangerschaft unter zahlreichen Aspekten
untersucht, ohne das die bisherigen Ergebnisse eine klare diagnostische oder therapeutische
Bedeutung zeigen. Obwohl in den letzten Jahren durch verschiedene Studien wichtige
Erkenntnisse zum MC gewonnen wurden, bleibt die Frage nach Ursachen und Folgen
weiterhin unbeantwortet [62, 79]. Es gibt Hinweise, dass der MC nur ein Epiphdnomen bei
Autoimmunerkrankungen ist, ohne dass er die klinische Manifestation der Erkrankung
beeinflusst. Es bleibt offen, ob der Nachweis des MC ein prognostisch bedeutsamer Faktor ist.
Die medikamenttse Therapie selbst kdnnte einen Einfluss auf den MC haben. Erkenntnisse
dazu konnten an Patienten gewonnen werden, die milde Krankheitsverlaufe mit fehlender
Immunsuppression haben oder deren Erkrankung noch unbehandelt ist. Das Auftreten von
MC koénnte auch eine Folge der Erkrankung sein als ihr Mitausloser. Die verénderten
Immunreaktionen kdnnen eine Langzeitpersistenz von MC ermdglichen, ohne dass die MC

den Krankheitsverlauf modellierten [8, 9].
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5 Zusammenfassung

Wahrend der Schwangerschaft kommt es zu einem diaplazentaren Austausch wvon
mutterlichen und kindlichen Zellen. Die Zell-DNA oder sogar gesamte Zellen kdnnen
persistieren und werden als Mikrochimerismus (MC) bezeichnet. Da in Studien bei
verschiedenen Autoimmunerkrankungen eine hohe Pravalenz von MC gefunden werden
konnte, konnten sich das Auftreten wvon MC und die Entstehung von
Autoimmunerkrankungen gegenseitig beeinflussen. Der Einfluss von MC auf den
Langzeitverlauf von Autoimmunerkrankungen ist bisher kaum untersucht, daher wurden in
dieser Arbeit neben der Pravalenz des fetalen MC auch krankheitsspezifische Parameter und
der Krankheitsverlauf in Abhangigkeit von einem nachgewiesenen MC untersucht.

Insgesamt 143 Frauen, davon 54 gesunde Kontrollen, 72 Frauen mit rheumatoider Arthritis
(RA) und 16 Frauen mit systemischem Lupus erythematodes (SLE) wurden auf
Mikrochimerismen untersucht. Alle Frauen hatten mindestens einen Sohn geboren und die
Patientinnen erflllten die Krankheitskriterien fir RA bzw. SLE. Wichtige Ausschlusskriterien
waren Fehlgeburten und Fremdbluttransfusionen in der Anamnese. Zum Nachweis des MC
wurde mittels nested PCR ein Teil des Testis-spezifischen Proteins amplifiziert, welches auf
dem Y-Chromosom im mutterlichen peripheren Blut gefunden werden kann.

In der RA Gruppe lag der Anteil von Frauen mit MC bei 18% (13 von 72 Patientinnen) und
damit signifikant hoher als bei gesunden Kontrollen (3,7%, n=54, p=0,02). Das
Durchschnittsalter der Frauen mit RA lag bei 61,7 Jahren. Das Alter bei Beginn der
Erkrankung lag bei MC negativen und positiven RA Patientinnen bei 43,3 Jahren.

In der SLE Gruppe war die MC Pravalenz bei 31% und damit gegeniber der Kontrollgruppe
signifikant erhoht (p=0,006). Das Durchschnittsalter der SLE Patientinnen lag bei 55,3
Jahren. Das Alter bei Krankheitsbeginn lag fiir MC positive Patientinnen bei 42,6 Jahren, fur
MC negative bei 49,1 Jahren. Auch im Vergleich zur RA Gruppe war die Prévalenz in der
SLE Gruppe erhoht, erreichte aber keine Signifikanz. In der RA sowie der SLE Gruppe haben
MC positiven Frauen durchschnittlich mehr S6hne als MC negative Frauen. Ein Einfluss des
MC auf den Krankheitsverlauf und die Krankheitsschwere lieR sich bei einer Analyse
krankheits-spezifischer Parameter nicht nachweisen. Die Beobachtung, dass die Pravalenz des
feto-maternalen MC krankheitsabhé&ngig ist, unterstitzt die Annahme, dass die verdnderte
Immunreaktion bei Autoimmunerkrankungen die Langzeitpersistenz von MC beeinflussen

kann.
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1 Anschreiben RA Patientinnen

OTTO-VON-GUERICKE-UNIVERSITAT
MAGDEBURG

Medizinische Fakultat

Zentrum fur Kinderheilkunde

Klinik fur Allgemeine Padiatrie und Neonatologie
Direktor: Prof. Dr. med. G.Jorch

PD Dr. Thomas Brune e Zentrum fiir Kinderheilkunde
Gerhard-Hauptmann-Str. 35 e D-39108 Magdeburg

An:

Sehr geehrte Frau 5 Vogelsang, den
vor einiger Zeit hat eine Pilotstudie gezeigt, dass bei 20% gesunder Miitter noch 5 Jahre nach der Geburt
eines Kindes dessen Zellen im Blut der Mutter nachweisbar sind (ein so genannter Mikrochiméarismus).

Diese Zellen konnten auch die Ursache fiir die Entstehung von rheumatischen Erkrankungen sein.

In einer neuen Studie wollen wir daher der Frage nachgehen, ob sich im Blut von Rheumapatientinnen
Zellen von deren Kindern haufiger nachweisen lassen als bei Frauen, die nicht unter einer rheumatoiden

Arthritis leiden. Die Studie findet mit Unterstiitzung der Klinik fiir Rheumatologie in Vogelsang statt.

Dafiir benétigen wir Thre Mitarbeit! Sie wiirden uns sehr helfen, wenn Sie die beiliegende
Einverstiandniserklarung unterschreiben und in dem frankierten und adressierten Riickumschlag an uns

zuriick senden. Am Telefon haben Sie uns bereits Fragen zu ihrer Erkrankung beantwortet.

Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig. Falls Sie nicht teilnehmen méchten, entstehen Thnen hieraus keine
Nachteile. Wir mochten ausdriicklich betonen, dass alle Informationen, die Thre Person betreffen, streng
vertraulich behandelt werden. Alle im Rahmen der Studie anfallenden Daten werden nur in anonymisierter
Form gespeichert, d.h. ohne Namen und andere personliche Daten. Die Belange der darztlichen
Schweigepflicht und des Datenschutzes werden voll gewahrt. Auch im Falle von Verdffentlichungen wird
der Datenschutz vollumfianglich gewahrt. Der Studie hat die Ethikkommission der Otto-von-Guericke-

Universitdt zugestimmt.

Fiir Thre Mithilfe mochten wir uns schon jetzt ganz herzlich bedanken. Fiir Riickfragen stehen wir jederzeit

zur Verfiigung unter Tel.: 039200/67300 (Sekretariat der Klinik fiir Rheumatologie Vogelsang).

Mit freundlichen Griiflen,

PD Dr. Th. Brune Marianne Kekow
Universititskinderklinik cand. med.
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1 Anschreiben SLE Patientinnen

OTTO-VON-GUERICKE-UNIVERSITAT MAGDEBURG

Medizinische Fakultat

Zentrum fur Kinderheilkunde

Klinik fur Allgemeine P&adiatrie und Neonatologie
Direktor: Prof. Dr. med. G.Jorch

PD Dr. Thomas Brune e Zentrum fiir Kinderheilkunde
Gerhard-Hauptmann-Str. 35 ¢ D-39108 Magdeburg

Sehr geehrte Frau ,

Es ist bekannt, dass Schwangerschaften einen Einfluss auf die Entstehung von
Autoimmunerkrankungen haben, so zum Beispiel auch auf die Entstehung eines systemischen
Lupus erythematodes (SLE). Wéhrend der Schwangerschaft werden Zellen zwischen Mutter und
Kind ausgetauscht. Sie verschwinden in der Regel aber schon bald nach der Entbindung aus dem
Blut. Bei einigen Frauen sind diese Zellen aber noch Jahrzehnte spéter im Blut nachweisbar.

Wir konnten in einer Pilotstudie herausfinden, dass bei Patientinnen, die an rheumatoider Arthritis
leiden, mehr Frauen noch Bestandteile aus den kindlichen Zellen in sich tragen als bei gesunden
Frauen (Mikrochimerismus genannt).

Nun interessiert es uns sehr, ob bei Frauen mit SLE auch ein solcher Mikrochimerismus vorliegt.
Bisher haben wir zu wenige Frauen untersuchen konnen, um aufschlussreiche Ergebnisse zu
bekommen.

Daher mdchten wir Sie bitten, an unserer Studie teilzunehmen.

Wir suchen Frauen, die mindestens einen Sohn geboren haben und an einem SLE leiden. Zudem
sollten Sie noch nie fremdes Blut in einer Transfusion verabreicht bekommen haben.

Wenn Sie Interesse haben, werden wir Thnen einen Fragebogen zuschicken, in dem wir Ihnen
Fragen zu Ihrer Erkrankung stellen. Zudem brauchen wir ein Réhrchen Blut von Thnen. In Threm
Blut wollen wir dann nach Zellen ihrer Kinder suchen. Dies ist auch moglich, wenn Ihre
Schwangerschaft schon viele Jahre zuriick liegt. Die Blutentnahme konnte bei Threm néchsten

Termin bei Threm Hausarzt oder in Vogelsang durchgefiihrt werden.

Vielen Dank fir Thr Interesse! Fiir Riickfragen stehen wir jederzeit zur Verfiigung (Tel.:
0391/67490 oder E-Mail: thomas.brune@medizin.uni-magdeburg.de).
Mit freundlichen Griif3en;

PD Dr. Th. Brune Marianne Kekow Prof. Dr. J. Kekow
Universitatskinderklinik cand. med. Rheumaklinik Vogelsang
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2 Fragebogen RA Patientinnen

OTTO-VON-GUERICKE-UNIVERSITAT MAGDEBURG

Medizinische Fakultat

Zentrum fur Kinderheilkunde

Klinik fr Allgemeine Padiatrie und Neonatologie
Direktor: Prof. Dr. med. G.Jorch

PD Dr. Thomas Brune e Zentrum fiir Kinderheilkunde
Wiener Strafle @ D-39112 Magdeburg

Studie zur Untersuchung des Einflusses von Schwangerschaften auf die Entstehung von
Autoimmunerkrankungen
Probandenfragebogen:

Thre Initialen: Geburtsjahr:

Leiden oder litten Sie an einer rheumatoiden Arthritis?

Neino Jao.

Waren Sie schon einmal schwanger: Neino Jao.

Wenn ja, fiillen Sic bitte die folgenden Zeilen fiir jedes Kind einzeln aus:

Geburtsdatum | Geschlecht
1 m O w O
2 m O w QO
3 m o w O
4 m O WO
Haben Sie schon einmal Fremdbluttransfusionen bekommen? Nein o Jao.

Wenn ja, wann? Bitte ungefihres Datum angeben:

Haben Sie noch weitere Erkrankungen? Nein O Jao.

Wenn ja, welche?:

Bitte wenden!
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Die folgenden Fragen bezichen sich auf den Verlauf ihrer Rheumaerkrankung. Sie brauchen die
Fragen nicht zu beantworten, wenn Sie nicht an einer rheumatoiden Arthritis erkrankt sind.

-Seit wann haben Sie Beschwerden? (Bitte Jahr angeben)

-Wann wurde dic rheumatoide Arthritis bei Thnen von einem Arzt diagnostiziert?

-Traten bei Thnen rheumatische Beschwerden schon vor Eintritt der ersten Schwangerschaft auf?

-Wie haben sich die Beschwerden nach der Schwangerschaft entwickelt?

Schwach gleich stark
Wihrend der Schwangerschaft i o i
Gleich nach der Schwangerschaft i i i
1 Jahr nach der Geburt m| m| m|
5 Jahre nach der Geburt i o o
10 Jahre nach der Geburt i i o

Die folgenden Fragen beziehen sich auf eine mégliche Erkrankung Ihres Sohnes/Ihrer Séhne.
Bitte beziehen Sie sich auf den Sohn, der am schwersten erkrankt ist, falls sie mehrere Séhne
haben.

Leidet Thr Sohn an ciner der folgenden Erkrankungen?

Ja Nein
-Rheumatoide Arthritis (RA) m| m]
-Psoriasis-Arthritis (Schuppenflechten-Gelenkrheuma) o i
-Kollagenose (z.B. Lupus erythematodes) i i
-Morbus Bechterew m m
-Sjogren-Syndrom O m
-Morbus Crohn/ Colitits ulzerosa i mi

(entztindliche Darmerkrankung)

-andere chronische Erkankungen, bitte angeben:

Vielen Dank fiir die Beantwortung des Fragebogens!
Bitte schicken Sie uns den Fragebogen in dem bereits frankierten und adressierten Briefumschlag zuriick.
Mit freundlichen Griiflen,

PD Dr. Th. Brune Marianne Kekow
Universitiatskinderklinik cand. med.
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2 Fragebogen SLE Patientinnen

OTTO-VON-GUERICKE-UNIVERSITAT MAGDEBURG

Medizinische Fakultat

Zentrum fur Kinderheilkunde
Klinik far Allgemeine P&adiatrie und Neonatologie

Direktor: Prof. Dr. med. G.Jorch

PD Dr. Thomas Brune e Zentrum fiir Kinderheilkunde

Wiener Strafe ® D-39112 Magdeburg

An:

Studie zur Untersuchung des Einflusses von Schwangerschaften auf die

Autoimmunerkrankungen

Probandenfragebogen:

TIhr Geburtsjahr:

Entstehung von

Neino Jao.

Leiden oder litten Sie an einem systemischen Lupus erythematodes (SLE)?

Waren Sie schon einmal schwanger: Neino Ja o.

Wenn ja, fiillen Sie bitte die folgenden Zeilen fiir jedes Kind einzeln aus:

Wenn ja, welche?:

Geburtsdatum Geschlecht
1 mao w O
2 m o w O
3 mao w O
4 m O wO
Haben Sie schon einmal Fremdbluttransfusionen bekommen? Nein o Jao.
Wenn ja, wann? Bitte ungefihres Datum angeben:
Haben Sie noch weitere Erkrankungen? Nein o Jao.

Bitte wenden!
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Die folgenden Fragen beziehen sich auf den Verlauf ihrer SLE-Erkrankung. Sie brauchen die
Fragen nicht zu beantworten, wenn Sie nicht an SLE erkrankt sind.

-Seit wann haben Sie Beschwerden? (Bitte Jahr angeben)

-Wann wurde der SLE bei Thnen von einem Arzt diagnostiziert?

-Traten bei lhnen Beschwerden schon vor Eintritt der ersten Schwangerschaft auf?

-Wie haben sich die Beschwerden nach der Schwangerschaft entwickelt?

keine schwache starke Beschwerden
Wihrend der Schwangerschaft i o i
Gleich nach der Schwangerschaft mi i o
1 Jahr nach der Geburt ] ] ]
5 Jahre nach der Geburt | | ]
10 Jahre nach der Geburt O O O

Die folgenden Fragen beziehen sich auf eine mégliche Erkrankung Thres Sohnes/Threr Sohne.
Bitte beziehen Sie sich auf den Sohn, der am schwersten erkrankt ist, falls sie mehrere Séhne
haben.

Leidet Thr Sohn an einer der folgenden Erkrankungen?

Ja Nein
-SLE i i
-Kollagenose i i
-systemische Sklerodermie mi o
-Polymyositis/Dermatomyositis m] m]
-GefiBentziindung (Vaskulitis) O O

-andere chronische Erkankungen, bitte angeben:

Vielen Dank fiir die Beantwortung des Fragebogens!
Bitte schicken Sie uns den Fragebogen in dem bereits frankierten und adressierten Briefumschlag zuriick.
Mit freundlichen Griien,

PD Dr. Th. Brune Marianne Kekow Prof. Dr. J. Kekow
Universititskinderklinik cand. med. Rheumaklinik Vogelsang
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3 Einverstindniserklirung RA Patientinnen/ SLE Patientinnen

OTTO-VON-GUERICKE-UNIVERSITAT MAGDEBURG

Medizinische Fakultat

Zentrum fur Kinderheilkunde

Klinik fur Allgemeine P&adiatrie und Neonatologie
Direktor: Prof. Dr. med. G.Jorch

PD Dr. Thomas Brune e Zentrum fiir Kinderheilkunde
Gerhard-Hauptmann-Str. 35 ¢ D-39108 Magdeburg

Betr. Studie: ,,Der Einfluss feto-maternaler Mikro-Chimiirismen auf die Entstehung von

Autoimmunerkrankungen*

Einverstindniserklirung :

Ich bin bereit, an der oben genannten Studie teilzunehmen und erkldre mich mit der anonymen

Auswertung meiner Daten zu wissenschaftlichen Zwecken einverstanden. Dariiber hinaus bin ich

damit einverstanden, dass mir dazu 10 ml Blut entnommen und auf das Vorhandensein von Zellen

meines Kindes untersucht wird.

Unterschrift des Patienten:
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4 Beispiel Rontgenbilder: Steinbrocker 1
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Sensitivity: 283
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4 Beispiel Rontgenbilder: Steinbrocker 2
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4 Beispiel Rontgenbilder: Steinbrocker 3

achkrankenhals, 39245 Vogelsang-Gormmier
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4 Beispiel Rontgenbilder: Steinbrocker 4
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03.05.1934 Zoom 100% CR
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