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1.  Einleitung

Rheuma wird in der Bevldlkerung gewdhnlich mit Erwachsenen bzw. alteren
Menschen assoziiert. Doch auch im Kindes- und Jugendalter sind rheumatische
Erkrankungen weit verbreitet. So wird die Inzidenz juveniler rheumatoider
Arthritiden (JRA) in der Literatur mit 4-5 Neuerkrankungen pro 100.000 Kinder
angegeben, was ca. 750 bis 1.000 Neuerkrankungen pro Jahr in Deutschland
entspricht. Die Pravalenz liegt bei 20 Erkrankungen pro 100.000 Kinder, das
sind etwa 4.000 bis 5.000 Krankheitsfalle in Deutschland [1]. Neuere Daten aus
der Kerndokumentation des deutschen Rheumaforschungszentrums in Berlin
lassen eine Pravalenz von 10.000 bis 15.000 betroffenen Kindern in
Deutschland vermuten [2].

Arthritiden im Kindesalter treten Uberwiegend als akute, reaktiv-postinfektitése
Formen auf, deren Atiologie und Pathogenese in vielen Fallen nachvollziehbar
ist. Reaktive Arthritiden treten oft nach Durchfallerkrankungen durch Keime wie
Yersinien, Salmonellen, Shigellen und Campylobacter auf. Virale Arthritiden
manifestieren sich bei Infektionen mit Mumpsvirus, Rételnvirus, Epstein-Barr-
Virus (EBV), Cytomegalievirus (CMV), Varizella-Zoster-Virus (VZV), Echo-
Viren, Coxsackie-B-Viren und Parvovirus B19 und sind in der Regel
selbstbegrenzt. Das akute rheumatische Fieber zahlt ebenso zu den reaktiven
Arthritiden und wird durch B-hamolysierende Streptokokken hervorgerufen. Die
septische Arthritis wird von der reaktiven abgegrenzt. Hier wird das
Krankheitsbild durch infektiése Erreger am Ort der Arthritis bestimmt. Dies sind
zumeist Bakterien wie Staphylococcus aureus oder Hamophilus influenza. Bis
auf wenige Ausnahmen sind diese akuten Arthritiden nur von kurzer Dauer, ca.

1-3 Monate, und hinterlassen kaum bleibende Gelenkschaden [3, 4].

Im Gegensatz zu den akuten sind bei den chronischen Verlaufsformen der
juvenilen Arthritis jedoch die Ursachen zumeist unbekannt. Nur in wenigen
Ausnahmen ist die Atiologie eindeutig geklart, wie etwa im Falle der Lyme
Arthritis, die spate Form der Lyme Borreliose, hervorgerufen durch Infektion mit



Borrelia burgdorferi, ibertragen durch die Schildzecke [3]. Jedoch weist die
Lyme-Borreliose in ihrem chronischen Stadium auch Facetten einer

autoimmunologisch-rheumatischen Erkrankung auf.

Die chronischen rheumatoiden Erkrankungen im Kindesalter mit ungeklarter
Atiologie werden als Juvenile Idiopathische Arthritiden (JIA) bezeichnet [5].
Einige der oben genannten Ursachen fir akute rheumatische Erkrankungen
werden auch als potentielle atiologisch auslésende Faktoren der Juvenilen
Idiopathischen  Arthritis  diskutiert. Fir die  Chronifizierung  werden
autoimmunologische Mechanismen vermutet. Besonders virale Infektionen
werden als auslésende atiologische Faktoren in Betracht gezogen. Hierbei war
und ist das Humane Parvovirus B19 immer wieder Gegenstand

wissenschaftlicher Untersuchungen [6].

Das Humane Parvovirus B19 wurde erstmals 1974 durch Zufall entdeckt als
Blut gesunder Spender hinsichtlich Hepatitis B untersucht wurde [7]. Es zahlt
zur Familie der Parvoviridae und hier zum Geschlecht Erythrovirus [8]. Das
kleine, ikosaedrische DNA-Virus ist aus zwei Strukturproteinen (VP1 und VP2),
einem Nichtstrukturprotein (NS1) und zwei sehr kleinen Proteinen mit bislang
ungeklarter Funktion aufgebaut, die alle auf einem linearen, einstréangigen, aus
5596 Nukleotiden bestehendem DNA-Genom codiert sind [9, 10].

Das Virus ist durch Trépfcheninfektion und Uber den Blutweg Ubertragbar [11]

und ruft folgende klinische Erscheinungsbilder hervor:

e Erythema infectiosum (Ringelrételn) bei Kindern und Erwachsenen

e Transiente aplastische Krise bei Patienten mit chronischen hamolytischen
Anamien verschiedenster Genese

e Arthralgien oder akute Arthritis bei Kindern und Erwachsenen

e Hydrops fetalis nach transplazentarer Infektion

e Chronische Anamie bei immunsupprimierten Patienten



AuBerdem sind seltene Manifestationen, wie u. a. Panzytopenie, Meningitis,
Enzephalopathie, Myokarditis, Hepatitis, Vaskulitis und das ,gloves and socks*-
Syndrom zu beobachten [11, 12].

Parvovirus B19 wurde in der Vergangenheit kontrovers diskutiert als kausaler
Faktor in der Atiologie und Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis (RA). Im
Erwachsenenalter gilt eine pathogenetische Rolle des Parvovirus B19 bei der
Entstehung akuter Arthritiden als gesichert. So beschrieben beispielsweise
Woolf et al. klinische Manifestationen von Parvovirus B19 bei Erwachsenen,
wobei 26 von 54 Patienten mit einer Parvovirus B19-Infektion akute
Polyarthropathien aufwiesen [13]. Auch Cassinotti et al. fanden Hinweise auf
eine Assoziation zwischen Parvovirus B19-Infektionen und akuten Formen der

Arthritis im Erwachsenenalter [14].

Zur atiologischen Rolle von Parvovirus B19 bei der Entstehung chronischer
Arthritiden sowohl im Erwachsenen- als auch im Kindesalter gibt es diverse
Studien, die zu unterschiedlichen Schlliissen kommen. So sehen Kerr et al. trotz
bereits beschriebener Falle von chronischen Arthropathien nach Parvovirus
B19-Infektion keinen Hinweis auf eine Beteiligung von Parvovirus B19 in der
Atiopathogenese der Rheumatoiden Arthritis [15]. Speyer et al. beschrieben
zwar 54 Patienten mit Parvovirus B19-Infektion, die wahrend der akuten Phase
der Infektion alle Gelenkprobleme aufwiesen, wobei bei 61% eine Arthritis
diagnostiziert wurde, jedoch entwickelte keiner der 54 erwachsenen Patienten
in der Langzeitbetrachtung eine chronische Arthritis [16].

Naides et al. hingegen berichteten Uber neun erwachsene Patienten mit
Erythema infectiosum, wovon acht Personen akute Gelenkprobleme hatten.
Weitere zwolf Erwachsene mit serologischem Anti-Parvovirus B19-IgM-
Nachweis zeigten Polyarthralgien oder Polyarthritis. Hierbei erfillten insgesamt
zehn der zwdlf Patienten drei bzw. vier diagnostische Kriterien der American
Rheumatism Association fur Rheumatoide Arthritis [17]. Auch Ishii et al.
erklarten Parvovirus B19 zu einer mdglichen Ursache fir Rheumatoide
Arthritis [18]. Takahashi et al. fanden bei 30 von 39 Patienten mit Rheumatoider



Arthritis im Synovium Parvovirus B19-DNA und schlossen auf eine Beteiligung
von Parvovirus B19 bei der Initiierung und Unterhaltung der RA [19].

Studien Uber Parvovirus B19 als Erreger der Juvenilen Idiopathischen Arthritis
sind in allen ethnischen Gruppen rar. Nocton et al. berichten Uber 22 Kinder mit
akuten Arthralgien bzw. Arthritis nach Parvovirus B19-Infektion, wovon bei
sechs Patienten die Symptome bis zu 13 Monaten andauerten, womit die
Kriterien fur die Juvenile rheumatische Arthritis erfllt waren [20]. Kishore et al.
fanden bei 54 von 69 indischen Kindern mit JRA statistisch signifikante
Hinweise auf vorausgegangene Parvovirus B19-Infektion [21]. Lehmann et al.
sahen eine hohe Pravalenz von Parvovirus B19-Infektionen bei juvenilem

Morbus Still, der ,systemischen“ Form von kindlichem Rheuma [6].

Um eventuell weitere Hinweise zu finden, die fir oder gegen eine atiologische
Beteiligung von Parvovirus B19 bei der Entstehung von Juvenilen Arthritiden
sprechen, ist die Untersuchung der Serumpravalenz von Parvovirus B19-1gG-
Antikérpern an einer gréBeren Kohorte von Kindern mit JIA Gegenstand dieser
Studie.



2. Patienten, Material und Methoden

2.1 Dokumentation der Patienten

Um eine Erfassung der von Rheuma betroffenen Kinder zu erreichen, wurden
systematisch alle Patientenakten von Kindern, die im Zeitraum von Oktober
1988 bis April 2001 die Rheumasprechstunde der Kinderpoliklinik der
Universitat Wirzburg konsultiert hatten, durchgesehen. Dabei wurde fiir jeden
Patienten ein Dokumentationsblatt ausgefillt, das neben persdnlichen Daten
des Kindes wie Name, Geburtsdatum, Geschlecht und Alter auch Diagnose, die
wichtigsten Laborwerte, bisherige Parvovirus B19-Serologie und anamnestische
Daten festhielt. Insgesamt wurden auf diese Weise 658 Patienten erfasst, die in
oben genanntem Zeitraum die Rheumasprechstunde besucht hatten.

Anhand dieser Dokumentationsbégen wurde dann mit dem Computerprogramm
Microsoft Excel 97® eine Datenbank erstellt, die alle Patientendaten tabellarisch
erfasst. Im Anhang sind beispielhaft in Abbildung 1 das Dokumentationsblatt
und in Abbildung 2 ein Ausschnitt aus dieser Datenbank aufgefinhrt.

2.2 Herausfiltern der zu testenden Patienten

Von den 658 erfassten Patienten wurden 84 initial aussortiert, da sich bei
diesen Kindern eine rheumatische Erkrankung ausschlieBen lieB. 574 Kinder
konnten diagnostisch entweder einer JIA oder aber einem verwandten
Krankheitsbild aus dem rheumatischen Formenkreis zugeordnet werden. Von
diesen waren bereits 304 Patienten auf Parvovirus B19-Antikérper getestet
worden. Von 270 Patienten lag noch keine Parvovirus B19-Serologie vor.
Davon fielen 168 Patienten weg, da von ihnen kein Serum gefroren gelagert
war. Von den verbliebenen 102 Patienten waren Serumproben vom friihest
moglichen Zeitpunkt nach Erkrankungsbeginn vorhanden, die wie nachfolgend
erklart mittels Immunfluoreszenztest auf Parvovirus B19-1gG-Antikérper



untersucht wurden. Von den insgesamt 406 getesteten Patienten konnten 24
keiner Subgruppe aus dem rheumatischen Formenkreis zugeordnet werden.
Somit ergab sich eine Gesamtsumme von 382 getesteten Patienten, die wie
nachfolgend in verschiedene Subgruppen unterteilt wurden. Abbildung 3
veranschaulicht den Ablauf der Patientenfilterung nochmals in Form eines

Flussdiagrammes.

Abb. 3. Flussdiagramm zur Darstellung der Patientenverteilung.

658 Patienten

insgesamt
574 Patienten 84 Patlentgn
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24 Patienten
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406 Patienten
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382 Patienten
in 13 Subgruppen
aufgeteilt




2.3 Einteilung in diagnostische Subgruppen

Mit Hilfe der o. g. Excel-Datentabelle wurden die 382 Patienten in verschiedene
Diagnose-Gruppen eingeteilt. Die Zuordnung in die entsprechende Gruppe
erfolgte bei jedem Patienten nach der in der Patientenakite vermerkten
Hauptdiagnose unter Einhaltung der 1997 in Durban durch die International
League of Associations for Rheumatology (ILAR) festgelegten Kriterien [5]. Die
wichtigsten Subtypen der JIA sind im Kapitel 2.4 genauer definiert.

Es ergab sich eine Unterteilung in 13 verschiedene Subgruppen:

e Enthesitis assoziierte Arthritis (EAA)

e Fruhkindliche Oligoarthritis (Early Onset Pauciarticular Juvenile Idiopathic
Arthritis, EOPA-JIA)

e Oligoarthritis, andere Oligoarthritis (nicht der EOPA-JIA zuordenbar)

e Polyarthritis (Rheumafaktor (RF) negative (RF-) und RF positive (RF+) Sub-
gruppe zusammengefasst)’

e Morbus Still (M. Still, Systemische Arthritis)

e Psoriasis Arthritis

e Reaktive Arthritis

e Lyme Arthritis

e andere”, nicht ndher klassifizierbare Arthritis

e Arthralgien

e Systemischer Lupus erythematodes (SLE)

e Chronisch rezidivierende multifokale Osteomyelitis (CRMO)

e Augenerkrankung, rheumatisch

'Aufgrund der geringen Anzahl von Patienten mit der Diagnose Polyarthritis RF
positiv (n=3) wurden die beiden Diagnosen Polyarthritis RF positiv und
Polyarthritis RF negativ zur Subgruppe Polyarthritis zusammengefasst und
werden im Folgenden weitestgehend gemeinsam betrachtet.



Zur Verdeutlichung der Patientenverteilung sind in Abbildung 4 die
verschiedenen Untergruppen in ihrem prozentualen Anteil am Gesamtkollektiv
der getesteten Patienten veranschaulicht:

Abb. 4. Prozentuale Verteilung der Subgruppen. - Die Patienten wurden
aufgrund ihrer Diagnose in 13 Subgruppen unterteilt. Die Grafik zeigt den
prozentualen Anteil der Subgruppen von insgesamt 382 Patienten.
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Zur ndheren Betrachtung der Patienten innerhalb der einzelnen Gruppen sind in
Tabelle 1 einige demographische Daten zusammengestellt.

Tabelle 1. Demographische Daten der Patienten der einzelnen Gruppen.

Subgruppe Anzahl | Durchschnitts- Alters- Geschlecht
alter ? bereich 2 (%)

(in Monaten) (in Monaten) m w
EAA 54 139 23-219 38,9 61,1
EOPA-JIA 67 54 15-180 23,9 76,1
Andere Oligoarthritis
(nicht EOPA-JIA) 13 127 57-225 61,5 38,5
Polyarthritis (RF+ u. RF-) 19 116 31-188 211 78,9
M. Still 8 80 58-133 0 100
Psoriasis Arthritis 11 128 16-180 36,4 63,6
Reaktive Arthritis 38 90 22-194 68,4 31,6
Lyme Arthritis 37 122 33-186 56,8 43,2
Andere Arthritis 28 106 12-181 50 50
Arthralgien 85 111 27-198 51,8 48,2
SLE 4 156 116-191 0 100
CRMO 12 138 81-184 33,3 66,7
Augenerkrankung, rheumatisch 6 87 45-133 16,7 83,3

“ hierbei handelt es sich um das Alter bei Entnahme der untersuchten Blutprobe

2.4 Definition der wichtigsten Subgruppen

1997 wurde von der ILAR in Durban eine neue Klassifikation der JIA mit
entsprechenden Klassifikationskriterien erarbeitet [5]. Danach werden die
folgenden sieben Subgruppen der JIA definiert:




o Systemische Arthritis (Morbus Still)
o Polyarthritis (RF -)
o Polyarthritis (RF +)
. Oligoarthritis (inklusive EOPA-JIA)
- Persistierend
- Extended
o Enthesitis assoziierte Arthritis (EAA)
J Psoriasis Arthritis
o Andere Arthritis
- Kiriterien fir keine der ersten sechs Subgruppen erfillt
- Kriterien fr mehr als eine Kategorie erfullt

Die ersten sechs Subtypen der JIA sollen hier kurz stichpunktartig definiert und
beschrieben werden, wobei die 1997 in Durban festgelegten Kriterien
Anwendung finden [5].

2.4.1 Systemische Arthritis (Morbus Still)

Definition:
e Arthritis mit oder mit vorausgehendem taglichem hohem Fieber Uber zwei
Wochen, assoziiert mit mindestens einem der folgenden Kriterien:
- feinfleckiges flichtiges blassrosa Exanthem
- Lymphadenopathie generalisiert
- Hepato- oder Splenomegalie
- Serositis (Pleuritis, Perikarditis)

Ausschlusskriterien:

¢ Infektidse und maligne Erkrankungen (Leuk&mie, Histiozytose, Sarkoidose)

10



Beschreibung:

e Oft erst nach Wochen entwickeln die Kinder eine Oligo- oder Polyarthritis
(manchmal bis zu sechs Monate; bis dahin handelt es sich um FUO — fever

of unknown origin)

2.4.2 Polyarthritis RF negativ

Definition:

e FUnf und mehr Gelenke sind von Arthritis in den ersten sechs Monaten
betroffen

e RF negativ

Ausschlusskriterien:

e Systemische Zeichen wie Fieber, Beteiligung innerer Organe etc.

e RF positiv

Beschreibung:

e Oft symmetrischer Befall, auch der kleinen Fingergelenke
e Antinukleare Antikdrper (ANA) zu 25% positiv
e Akute oder chronische Uveitis mdglich

e Gelenkfehlstellungen und Funktionseinschrankungen sind haufig

2.4.3 Polyarthritis RF positiv

Definition:

e FUnf und mehr Gelenke sind von Arthritis in den ersten sechs Monaten

betroffen

e RF positiv zu zwei verschiedenen Zeitpunkten im Abstand von 3 Monaten

11



Ausschlusskriterien:

e Systemische Zeichen wie Fieber, Beteiligung innerer Organe etc.

e RF negativ

Beschreibung:

e Oft symmetrischer Befall, auch der kleinen Fingergelenke

e ANA zu 75% positiv

e keine Uveitis

e Gelenkfehlstellungen, Funktionseinschrankungen, Gelenkzerstérung sind
haufig

e Immunogenetische Charakteristik entspricht der adulten rheumatoiden
Arthritis (HLA DR4)

2.4.4 Oligoarthritis

Definition:

e Weniger als fiinf Gelenke sind von Arthritis in den ersten sechs Monaten
betroffen

e Im Verlauf ergeben sich zwei Gruppen:
- persistent Oligoarthritis (im Verlauf weniger als finf Gelenke)
- extended Oligoarthritis (im Verlauf kumulativ mehr als finf Gelenke)

Ausschlusskriterien:

e systemische Zeichen, RF positiv, Psoriasis

e HLA B27 positiv bei einem mehr als acht Jahre alten Jungen

e HLA B27 assoziierte Arthritis oder chronisch entziindliche Darmerkrankung
in der Familie

Beschreibung:

e meist groBe Gelenke
e ANA zu 50% positiv

12



e Uveitis, chronische Iridozyklitis
e Immunogenetische Charakteristik (DR5, DR8)

2.4.5 Enthesitis assoziierte Arthritis (EAA)

Definition:
e Arthritis und Enthesitis

e Arthritis oder Enthesitis und zumindest zwei der folgenden Kriterien:

sakroiliakale Entzindung

HLA B27 Positivitat

HLA B27 assoziierte Erkrankung in der Familie
anteriore Uveitis

Beginn der Erkrankung bei einem Jungen ab dem achten Lebensjahr

Ausschlusskriterien:

e gsystemische Zeichen, Psoriasis

Beschreibung:

e Meist groBe Gelenke, asymmetrischer Befall, ein Befall des Achsenskeletts

ist méglich, Befall der Finger- und Zehenglieder

e Entziindung periartikularer Bander, Sehnenansatze und Sehnenscheiden

e Karditis mit Aorteninsuffizienz moglich

2.4.6 Psoriasis Arthritis

Definition:

e Arthritis mit Psoriasis

e Arthritis mit mindestens zwei der folgenden Kriterien:

Psoriasis bei einem Verwandten ersten Grades
Daktylitis
Psoriasiforme Nagelveranderungen

13



Ausschlusskriterien:

e Systemische Zeichen wie Fieber, Beteiligung innerer Organe etc.

e RF positiv

Beschreibung:

e Meist oligoartikularer Befall aber auch polyartikularer, symmetrischer Befall
groBer Gelenke, oft Knieglenke, ein Befall des Achsenskeletts ist méglich,
oft kleine Gelenke der Finger und Zehen betroffen

e ANA positiv

e Uveitis, akute oder chronische Iridozyklitis

e HLA-Assoziation

14



2.5 Kontrollpatienten

Als Kontrollpatienten dienten insgesamt 146 Kinder, die entweder in der
Endokrinologiesprechstunde der Universitats-Kinderklinik Wirzburg vorstellig
wurden, oder in der Rheumasprechstunde, wobei jedoch eine rheumatoide
Erkrankung ausgeschlossen wurde. Die Kinder wurden entsprechend ihres
Alters in drei Gruppen aufgeteilt, so dass fir jede der 13 Subgruppen eine
passende Kontrollgruppe zur Verflgung stand, deren Abweichung des
Durchschnittsalters nicht mehr als 18 Monate betrug.

Tabelle 2 zeigt die Anzahl, das Durchschnittsalter und den Altersbereich der
Kontrollpatienten innerhalb der drei Gruppen.

Tabelle 2. Demographische Daten der Kontrollpatienten.

Anzahl Durchschnittsalter Altersbereich
in Monaten in Monaten
Gruppe 1 36 66 9-111
Gruppe 2 30 107 18-190
Gruppe 3 80 134 23-220

15




2.6 Parvovirus B19 - IgG Immunfluoreszenztest (IFT)
2.6.1 Untersuchungsmethode

Der Nachweis der Parvovirus B19-lgG-Antikdrper erfolgte durch das
Testverfahren der indirekten Immunfluoreszenz. Hierzu wurden Blutserum- oder
Plasmaproben bendtigt. In diesem Falle waren im Institut fir Virologie und
Immunbiologie der Universitat Wirzburg Blutserumproben von Patienten sowie
Kontrollpatienten vorhanden. Dabei handelte es sich um Reste von Proben, die
far virologische Routineuntersuchungen an das Institut fir Virologie und
Immunbiologie geschickt worden waren. Die Lagerung der Probenreste erfolgte
bei —20°C.

2.6.2 Ubersicht iiber Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Die zur Ausfihrung der Immunfluoreszenztests verwendeten Reagenzien sind
mit lhrem Verwendungszweck, dem jeweiligen Hersteller und ggf. mit der
Chargennummer in Tabelle 3 dargestellt:

Tabelle 3. Ubersicht (iber verwendete Materialien und Reagenzien.

Reagenz Hersteller Charge Verwendung

Anti-Human-IgG-FITC Fa. Medac, Wedel 3001101 Antikdrperdarstellung

Eindeckmedium Fa. Mast, Reinfeld E 071/00 | Eindecken der Objekttrager

Evans-Blue Fa. Mast, Reinfeld Zellgegenfarbung

PBS Eigenproduktion Probenverdiinnung

Tween 20 Fa. Roth, Karlsruhe Detergenz zum Waschen
der Objekttrager

Objekttrager mit VP1- Eigenproduktion Antikérpernachweis

exprimierenden SF9-

Insektenzellen

16




2.6.3 Vorbereitung der Serumproben

Auf Mikrotiterplatten mit 12 x 8 Vertiefungen wurden Verdinnungsreihen der
Patientenseren erstellt, d. h. durch Uberpipettieren der mit phospate buffered
saline (PBS) verdinnten Seren erhielt man eine fortlaufende Verdiinnung von
1:10 bis 1:640 in Zweier-Schritten. AuBerdem lief bei jedem
Untersuchungsdurchgang eine Positiv-Kontrolle mit, von der auch eine
Verdinnungsreihe erstellt wurde. Die positive Kontrolle bestand aus einer mit
PBS verdinnten Serum-Mischung eines Parvovirus B19-IgG positiven
Patientenpools. Als negative Kontrolle diente PBS. Die Erstellung der
Verdinnungsreihen sowohl der Patientenseren als auch der positiven Kontrolle

erfolgte nach in Tabelle 4 aufgezeigtem Schema:

Tabelle 4. Schema zur Erstellung der Verdinnungsreihen.

Vertiefung PBS Serum Uberpipettieren Verdiinnung
(ul) (1)) (1)
1 270 30 150 (in 2) 1:10
2 150 150 (in 3) 1:20
3 150 150 (in 4) 1:40
4 150 150 (in 5) 1:80
5 150 150 (in 6) 1:160
6 150 150 (in 7) 1:320
7 150 1:640
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2.6.4 Herstellung der Objekttrager

Zur  Durchfihrung der Immunfluoreszenztests wurden entsprechend

vorbereitete Objekttrager bendtigt. Hierzu wurden die acht Felder der
Objekttrager mit SF9-Zellen beschichtet. Die SF9-Zellen exprimierten durch
Infektion mit rekombinanten Baculoviren das Parvovirus B19-Protein VP1. Die

Fixierung erfolgte durch Aceton.

2.6.5 Proben- und Kontrollauftragung

Pro Objekttrager wurden Proben von jeweils zwei Patienten aufgetragen, wobei
die Felder 1-4 mit Serumverdiinnungen von Patient 1 und die Felder 5-8 mit
Verdlinnungen von Patient 2 versehen wurden. Es wurden je Feld und je
Patient jeweils 25 ul verdinntes Serum aufgetragen, wobei nur jede zweite
Verdinnung (1:10, 1:40, 1:160, 1:640) verwendet wurde. In Abbildung 5 ist das
Auftragsschema flr einen Objekttrager mit zwei Patienten ersichtlich:

Abb. 5. Patientenobjekttrager.

Patient 1 Patient 1 Patient 1 Patient 1
1:10 1:40 1:160 1:640
Patient 2 Patient 2 Patient 2 Patient 2
1:10 1:40 1:160 1:640

Bei jedem Untersuchungsdurchgang lief ein Kontrollobjekttrdger mit. Hierzu
wurden auf die Felder 1-7 jeweils 25 pul der verschiedenen Verdinnungen der
positiven Kontrolle aufgetragen. Feld 8 wurde mit 25ul PBS als negative
Abbildung 6 wird das
Kontrollobjekttragers verdeutlicht:

Kontrolle bestlckt. In Auftragsschema des
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Abb. 6. Kontrollobjekttrager.

positive positive positive positive
Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrolle
1:10 1:20 1:40 1:80

positive positive positive negative

Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrolle
1:160 1:320 1:640 PBS

2.6.6 Untersuchungsdurchfiihrung

Nach Auftragung der Patienten- und Kontrollseren erfolgte eine Inkubation der
Objekttrager fur 90 Minuten im Brutschrank bei 37°C. Darauf folgte ein erster
Waschvorgang, wobei die Objekttrager nach Abspilen mit PBS zwei mal drei
Minuten in der Waschlésung 0,1% Tween 20 in PBS gereinigt wurden und
nochmals mit PBS abgespllt wurden. Der Waschvorgang diente dem Entfernen
von ungebundenen Antikdrpern und damit der Verminderung unspezifischer
Reaktionen. Nach Trocknung der Objekttrager wurde auf alle Felder 25 pl einer
Konjugatmischung aufgetragen, die sich aus PBS als Verdinnungsmedium,
Evans-Blue zur Zellgegenfarbung und  Anti-Human-lgG-Fluoreszein-
isothiozyanat (FITC) zum Nachweis gebundener Antikbrper zusammensetzte.
Daraufhin wurde eine weitere Inkubation im Brutschrank bei 37°C fir 30
Minuten durchgefihrt. Nach einem zweiten Waschdurchgang zum Entfernen
von ungebundenen Konjugat-Antikbrpern, der im Prozedere dem ersten
entsprach, wurden die Objekttrager mit Deckglasern unter Verwendung eines
Einschlussmediums  eingedeckt. Eine kurze Ubersicht (ber die
Untersuchungsdurchfiihrung gibt das Verfahrensschema in Tabelle 5.
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Tabelle 5. Verfahrensschema zur Untersuchungsdurchfiihrung.

Arbeitsschritt Reagenz Menge Zeit
1. [ Verdunnungsherstellung Serum u. Positiv-Kontrolle 1:10 - 1:640
2. | Seruminkubation Serum u. Kontrollen 25 ul je Testfeld |90 min.
bei 37°C

3. | 1. Waschschritt PBS 1 x abspllen
0,1% Tween 20 in PBS 2 x baden je 3 min.
PBS 1 x abspilen

4. | Konjugatinkubation PBS 25 pl je Testfeld |30 min.
Evans-Blue bei 37°C
Anti-Human-IgG-FITC

5. | 2. Waschschritt PBS 1 x abspllen
0,1% Tween 20 in PBS 2 x baden je 3 min.
PBS 1 x abspiilen

6. | Eindecken Eindeckmedium Fa. Mast 1 Tropfen

2.6.7 Funktionsweise des Parvovirus B19-Immunfluoreszenztests

Die mit rekombinanten Baculoviren infizierten SF9-Insektenzellen exprimieren
das Parvovirus B19-spezifische Antigen VP1, das in Vakuolen zur Zellmembran
transportiert wird. Sind im Testserum Antikérper gegen VP1 vorhanden, lagern
sich diese an die VP1-Antigene an. Diese gebundenen Antikdrper werden durch
mit  Fluoreszeinisothiozyanat (FITC) markierte Anti-human-lgG-Antikérper
detektiert und es kommt zur Anfarbung der VP1-Antigene unter dem

Fluoreszenzmikroskop nach Anregung des FITC-Farbstoffes mit UV-Licht.
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2.6.8 Titerbestimmung und Interpretation

Die  Auswertung des Immunfluoreszenztests erfolgte an einem
Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss mit einen Filter zur Blauanregung im

Wellenldngenbereich 450 — 490 nm durch ein 25fach vergréBerndes Objektiv.

Es wurden die Titerstufen abgelesen, bei denen fluoreszierende VP1-Antigene
im Verteilungsmuster der positiven Kontrolle noch eindeutig erkennbar waren.
Hierbei erfolgte die Ablesung nacheinander durch zwei verschiedene Personen
und es wurden jeweils die Ubereinstimmenden Titer als Testergebnis
herangenommen. Gab es keinerlei Ubereinstimmung im Ergebnis, wurde eine

weitere Kontrollablesung durch eine dritte Person vorgenommen.

Bei einem Titer von < 1:10 galt das Testergebnis als negativ, d. h. es waren
keine Antikdrper nachweisbar. Ab einem Titer von > 1:20 wurde das Ergebnis
als positiv gewertet, es waren also Antikdrper Gber dem cutt off Titer von 1:10

nachweisbar (vgl. Tabelle 6).

Tabelle 6. Titerauswertung.

Titer Antik6rper-Nachweis
<1:10 negativ
1:20 — 1:640 positiv
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2.7 Statistische Analyse

Die durch Immunfluoreszenztests ermittelten Serumprévalenzen von Parvo-
virus B19-spezifischen Antikdrpern in den Patientenseren wurden in Kapitel 3.3
statistisch im Programm Microsoft Excel 97° mittels des ,Fishers exact test*
hinsichtlich ihrer statistischen Signifikanz (Signifikanzniveau p < 0,05)

analysiert.
Die Medianwerte der Parvovirus B19-Antikérper-Titer im Kapitel 3.4 wurden

mittels des ,Mann-Whitney-Test* im Computerprogramm Stata 8.0° auf

statistisch signifikante Unterschiede hin untersucht.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Patientenseren

Die Gruppe SLE zeigte mit vier von vier positiv getesteten Patienten die
héchste Parvovirus B19-Serumpréavalenz (100%). Mit 72,2% ergab sich auch in
der Gruppe EAA eine hohe Pravalenz. Im mittleren Bereich liegen die Gruppen
Lyme Arthritis (67,6%), Arthralgien (62,4%), Polyarthritis (57,9%), andere, nicht
naher klassifizierbare Arthritis (57,1%), CRMO (50%), Psoriasis Arthritis mit
sieben von elf (63,6%), Morbus Still mit finf von acht (62,5%) und
andere Oligoarthritis — nicht EOPA-JIA mit sieben von 13 (53,9%) positiven
Patienten. Die geringsten Serumpravalenzen erzielten die Subgruppen reaktive
Arthritis (39,5%), EOPA-JIA (31,3%) und rheumatische Augenerkrankung mit
zwei von sechs (33,3%) positiv getesteten Patienten. In Tabelle 7 sind die
Ergebnisse der einzelnen Subgruppen in absoluten Zahlen und in

Prozentwerten aufgelistet.

Tabelle 7. Serumpravalenzen der einzelnen Subgruppen.

Subgruppe Patienten- B19-IgG positiv B19-IgG negativ
anzahl Anzahl % Anzahl %
EAA 54 39 72,2 15 27,8
EOPA-JIA 67 21 31,3 46 68,7
Andere Oligoarthritis 13 7 53,9 6 46,1
Polyarthritis 19 11 57,9 8 42,1
M. Still 8 5 62,5 3 37,5
Psoriasis Arthritis 11 7 63,6 4 36,4
Reaktive Arthritis 38 15 39,5 23 60,5
Lyme Arthritis 37 25 67,6 12 32,4
Andere Arthritis 28 16 57,1 12 429
Arthralgien 85 53 62,4 32 37,6
SLE 4 4 100 0 0
CRMO 12 6 50 6 50
Augenerkrankung 6 2 33,3 4 66,7
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In Abbildung 7 sind die durch Immunfluoreszenztest gewonnenen
Parvovirus B19-1gG Serumpravalenzen in Form einer Grafik wiedergegeben:

Abb. 7. Grafische Darstellung der Parvovirus B19-IgG-Serumpravalenzen in
den einzelnen Subgruppen.

100

B19-IgG positiv (%)
3

JIA-Subgruppen
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3.2 Ergebnisse der Kontrollgruppen

Die Immunfluoreszenztests der Kontrollgruppen ergaben die Serumpravalenzen
47,2% in Gruppe 1 mit dem Durchschnittsalter 66 Monate, 63,3% in Gruppe 2
mit dem Durchschnittsalter 107 Monate und 65% in Gruppe 3 mit dem
Durchschnittsalter 134 Monate. Diese Werte sind noch einmal in Tabelle 8
dokumentiert. Eine grafische Veranschaulichung findet sich in Abbildung 8.

Tabelle 8. Serumpravalenzen der Kontrollgruppen.

Kontroll- | Patienten- Alter in B19-IgG positiv B19-IgG negativ
gruppe anzahl Monaten Anzahl % Anzahl %
1 36 66 17 47,2 19 52,8
2 30 107 19 63,3 11 36,7
3 80 134 52 65 28 35

Abb. 8. Grafische Darstellung der Parvovirus B19 IgG-Serumprévalenzen in
den drei altersentsprechenden Kontrollgruppen.
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3.3 Vergleich Patientenseren — Kontrollgruppen

Vergleicht man nun die Testergebnisse der Kontrollgruppen mit denen der
Patienten, so ist festzustellen, dass in keiner der Subgruppen ein statistisch
signifikant hoéheres Ergebnis als in der jeweiligen altersbezogenen
Kontrollgruppe ermittelt werden konnte. Die Serumpravalenzen in den Gruppen
EAA, Morbus Still, Lyme Arthritis und SLE liegen zwar hdéher als die der
entsprechenden Kontrollpatienten, die Differenz erreichte jedoch keine
statistische Signifikanz (p>0,05). In den Gruppen EOPA-JIA, andere Oligo-
arthritis, Polyarthritis, Psoriasis Arthritis, reaktive Arthritis, andere Arthritis,
Arthralgien, Augenerkrankung und CRMO lagen die Serumpravalenzen
durchweg niedriger als von den gesunden Kontrollgruppen her zu erwarten war.
Statistische Signifikanz erreichten hierbei jedoch nur die Werte der Gruppen
reaktive Arthritis und EOPA-JIA (p<0,05). In Tabelle 9 sind die
Serumpravalenzen der Subgruppen und der passenden Kontrollgruppen
gegenlbergestellt:

Tabelle 9. GegenUlberstellung der Serumpravalenzen der Subgruppen mit der

jeweiligen altersentsprechenden Kontrollgruppe.

JIA-Subgruppe B19-IgG positiv Kontroll- Signifikanz
(%) gruppe (p)
EAA 72,2 65 3 n.s.’
EOPA-JIA 31,3 47,2 1 <0,05
Andere Oligoarthritis 53,9 65 3 n.s.’
Polyarthritis 57,9 63,3 2 n.s.’
M. Siill 62,5 47,2 1 n.s.’
Psoriasis Arthritis 63,6 65 3 n.s.’
Reaktive Arthritis 39,5 63,3 2 <0,05
Lyme Arthritis 67,6 65 3 n.s.?
Andere Arthritis 57,1 63,3 2 n.s.’
Arthralgien 62,4 63,3 2 n.s.’
SLE 100 65 3 n.s.’
CRMO 50 65 3 n.s.’
Augenerkrankung 33,3 47,2 1 n.s.?

n.s. = nicht signifikant, entspricht Signifikanzniveau p>0,05
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Zur besseren Veranschaulichung sind die Serumpravalenzen von Parvovirus
B19-lgG in den Patientengruppen im direkten Vergleich zur jeweiligen
Kontrollgruppe in Abbildung 9 grafisch dargestellt.

Abb. 9. Direkter Vergleich der Serumpravalenzen der Patientengruppen mit der
jeweils altersentsprechenden Kontrollgruppe. — schwarz JIA-Subgruppe;

grau altersentsprechende Kontrollgruppe
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34 Titervergleich Patientenseren — Kontrollgruppen

Nachdem sich bei der Untersuchung der Parvovirus B19-IgG-Pravalenzen
keine signifikant hdheren Werte bei den Arthritis-Kollektiven im Vergleich zur
Kontrollgruppe ergeben hatten, wurde noch die Parvovirus B19-lgG-Titerhdhe
aus den wichtigsten Subgruppen miteinander verglichen, um eventuelle
Auffalligkeiten in der Titerdynamik festzustellen. Hierbei wurden in Abbildung 10
EAA, in Abbildung 11 EOPA-JIA, in Abbildung 12 Polyarthritis und in Abbildung
13 Morbus Still betrachtet.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden in Tabelle 10 die Medianwerte der
ermittelten Parvovirus B19-Titer der einzelnen Gruppen aufgelistet und denen
der jeweils altersentsprechenden Kontrollgruppe gegenlbergestellt. Hierbei
wurden nur die seropositiven Patienten bertcksichtigt, die seronegativen
wurden flr die Medianberechnung ausgeschlossen. Es ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Medianwerten der Parvovirus B19-
IgG-Titer in den untersuchten Gruppen.

Abb. 10. Vergleich der Antikdrper-Titer der Subgruppe EAA mit der
altersentsprechenden Kontrollgruppe 3. — schwarz EAA (n=54); grau Kontroll-
gruppe 3 (n=80)
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Abb. 11. Vergleich der Antikérper-Titer der Subgruppe EOPA-JIA mit der
altersentsprechenden  Kontrollgruppe 1. —  schwarz EOPA-JIA (n=67);
grau Kontrollgruppe 1 (n=36)
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Abb. 12. Vergleich der Antikodrper-Titer der Subgruppe Polyarthritis mit der
altersentsprechenden Kontrollgruppe 2. — schwarz Polyarthritis  (n=19);
grau Kontrollgruppe 2 (n=30)
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Abb. 13. Vergleich der Antikérper-Titer der Subgruppe Morbus Still mit der

altersentsprechenden
grau Kontrollgruppe 1 (n=36)
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Tabelle 10. Medianwerte der wichtigsten Subgruppen verglichen mit den

altersentsprechenden Kontrollgruppen.

Subgruppe Median Kontrollgruppe Median Signifikanz (p)
EAA 1:160 3 1:320 n.s.
EOPA-JIA 1:160 1 1:160 n.s.
Polyarthritis 1:320 2 1:320 n.s.’
M. Still 1:320 1 1:160 n.s.

°n.s. = nicht signifikant, entspricht Signifikanzniveau p>0,05

Zum statistischen Vergleich der Mediane wurde der Mann-Whitney-Test

verwendet. Diese Teststatistik ist Chi-Quadrat verteilt mit einem Freiheitsgrad.

Die Aussagekraft dieses Testes ist bei der Gruppe M. Still eingeschrankt, da es

sich hier um eine sehr kleine Stichprobe von nur finf positiv getesteten

Patienten handelt.

30



4. Diskussion

4.1 Beurteilung des Patientenkollektivs

Vergleicht man das Woirzburger Patientenkollektiv mit Angaben aus der
Literatur hinsichtlich prozentualer Verteilung der Subgruppen,
Geschlechtsverteilung und Altersdurchschnitt der Patienten in den einzelnen
Gruppen, so stellt man gréBtenteils Ubereinstimmungen aber auch einige
Abweichungen fest.

4.1.1 Prozentuale Verteilung der einzelnen Subgruppen

In der Literatur finden sich folgende Angaben zur relativen Haufigkeit der
einzelnen Subgruppen innerhalb der JIA: EOPA-JIA 30-40%, EAA 10-30%,
M. Still 10-20%, Psoriasis Arthritis 5-8%, Polyarthritis RF negativ 20-30% und
Polyarthritis RF positiv 5-10% [22-24].

Vergleicht man diese Daten nun mit den Werten der prozentualen Verteilung
der Subgruppen aus Abbildung 4, Kapitel 2.3, ist festzustellen, dass die Werte
hier gréBtenteils weitaus niedriger sind, als in der Literatur. So erreichen die
einzelnen Subgruppen in dieser Studie folgende relative Haufigkeiten: EOPA-
JIA 17 %, EAA 14%, M. Still 2%, Psoriasis-Arthritis 3%, Polyarthritis RF negativ
und positiv zusammengefasst 5%. Das liegt jedoch daran, dass in dieser Studie
auch nicht streng zur Gruppe der JIA zahlende Erkrankungen wie Lyme-
Arthritis, SLE, CRMO etc. ins Gesamtpatientenkollektiv (n=382) eingerechnet

wurden.

Betrachtet man ausschlieBlich die durch die ILAR festgelegten zur JIA
zahlenden Krankheitsbilder, liegen die Werte naher an den Bereichen der
Literaturangaben, weichen jedoch noch immer leicht ab. Auf diese Studie
Ubertragen ergeben sich folgende Werte: EOPA-JIA (n=67) 42,1%, EAA (n=54)
34%, M. Still (n=8) 5%, Psoriasis Arthritis (n=11) 6,9%, Polyarthritis RF negativ
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und positiv zusammen (n=19) 11,9%; aufgesplittert Polyarthritis RF negativ
(n=16) 10% und Polyarthritis RF positiv (n=3) 1,9 % Anteil an der
Gesamtpatientenzahl von jetzt 159. So ergibt sich in den Gruppen EOPA-JIA
und EAA eine leichte Abweichung der prozentualen Verteilung nach oben
verglichen mit den Literaturangaben, in der Gruppe Psoriasis-Arthritis liegt die
relative Haufigkeit mit 6,9% genau im Bereich der Literaturangaben. In den
Subgruppen M. Still und Polyarthritis liegen die in dieser Studie vorliegenden
Verteilungen deutlich unter den in der Literatur zitierten Haufigkeiten. Tabelle 11
zeigt die verglichenen Daten noch einmal in der Ubersicht.

Tabelle 11. Prozentuale Verteilung der Subgruppen — Vergleich der Daten
dieser Studie (vgl. Abb. 4) mit Literaturangaben

Subgruppe Anzahl | Literatur- Anteil am Gesamtpa- Anteil an den streng

daten tientenkollektiv (n=382) zur JIA zdhlenden
(%) einschl. nicht zur JIA Erkrankungen
[22-24] | zdhlender Erkrankungen (n=159)
(entsprechend Abb.4) (%) (%)

EOPA-JIA 67 30-40 17 421

EAA 54 10-30 14 34

M. Still 8 10-20 2 5

Psoriasis Arthritis 11 5-8 3 6,9

Polyarthritis RF - 16 20-30 4,2 10

Polyarthritis RF + 3 5-10 0,8 1,9

4.1.2 Geschlechtsverteilung

Betrachtet man nun die Geschlechtsverteilung in den wichtigsten Subgruppen,
wie in Tabelle 1, Kapitel 2.3 dargestellt, und vergleicht diese mit
Literaturangaben, wird dort gréBtenteils eine Ubereinstimmung ersichtlich. So
Uberwiegen sowohl in der Literatur als auch im Patientenkollektiv dieser Studie
in den Subgruppen EOPA-JIA, Polyarthritis und Psoriasis Arthritis die
weiblichen Patienten. Lediglich in den Gruppen EAA und M. Still weicht die
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Geschlechtsverteilung von den Angaben der Literatur ab. Wahrend innerhalb
der Gruppe EAA laut Literaturangaben meistens die mannlichen Patienten
Uberwiegen, ist im Rahmen dieser Studie in dieser Gruppe ein héherer Anteil an
weiblichen Patienten festzustellen. In der Gruppe der systemischen Arthritis
ware laut Literatur mit einer Gleichverteilung der Geschlechter bzw. mit einem
Uberwiegen der mannlichen Patienten zu rechnen, wahrend hier der Anteil der
weiblichen Patienten deutlich Gberwiegt. In Tabelle 12 ist die Verteilung der Ge-
schlechter innerhalb der wichtigsten Subgruppen dieser Studie (vgl. Tabelle 1,
Kapitel 2.3) Ubersichtlich verglichen mit den Angaben aus der Literatur [23-25].

Tabelle 12. Geschlechtsverteilung in den wichtigsten Subgruppen.

Subgruppe Geschlechtsverteilung | Andersson Schaller [23] Wahn [24]
in den Subgruppen Gare [25]

EOPA-JIA w>m w>m w=m w>m

Polyarthritis w>m keine Angaben w>m w>m

Psoriasis Arthritis w>m w>m keine Angaben w>m

EAA w>m m >w keine Angaben m >w

M. Still w>m w=m m >w keine Angaben

4.1.3 Altersdurchschnitt

Im Folgenden wird nun noch die Altersverteilung der einzelnen Subgruppen im
Vergleich zu in der Literatur auffindbaren Altersangaben betrachtet. Hierbei
stellt sich dar, dass die Kinder der Wirzburger Rheumasprechstunde durchweg
héhere Altersangaben aufweisen, als die Daten aus der Literatur aufzeigen.
Besonders sticht die Gruppe ,Polyarthritis RF negativ® heraus, die mit 9 3/12
Jahren weit Uber den durchschnittlichen Alterswerten liegt. Die Gruppe
,Polyarthritis RF positiv‘ bewegt sich mit durchschnittlich 11 10/12 Jahren im
Bereich der Literaturquellen. Der Altersdurchschnitt in den Gruppen EOPA-JIA,
EAA und M. Still liegt durchweg Uber den Werten aus der Literatur. Genaue
Angaben finden sich in Tabelle 13 in der Gegeniberstellung [23, 24].
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Tabelle 13. Altersverteilung in den Subgruppen verglichen mit Literaturdaten.

Subgruppe Schaller [23] Wahn [24] Durchschnittsalter
(Jahre) (Jahre) dieser Studie

(Jahre)

Polyarthritis RF negativ 51 <6 93/12

Polyarthritis RF positiv 12 9-11 11 10/12

EOPA-JIA keine Angaben Kleinkindalter 46/12

EAA keine Angaben >8 117/12

M. Still 5,7 2 68/12

Es ist also festzustellen, dass bis auf einige, teils geringe Abweichungen die
Patienten der Wurzburger Kinderrheumasprechstunde im Hinblick auf die
relative Haufigkeit der Subformen der JIA und der Geschlechtsverteilung
durchaus zu anderen Kohorten vergleichbar sind. Lediglich der Warzburger
Altersdurchschnitt in den einzelnen Subgruppen Ubersteigt weitgehend
publizierte Werte. Der Grund hierflr kbnnte in der Tatsache liegen, dass hier
das Alter bei Probenentnahme zugrunde liegt, und nicht das Alter bei
Erkrankungsbeginn.

4.2 Interpretation der in dieser Studie ermittelten Ergebnisse

Im Vergleich der Parvovirus B19-Pravalenzen der Subgruppen mit den
Kontrollen dieser Studie stellte sich, wie in Kapitel 3.3 dargestellt, heraus, dass
in keiner der Gruppen ein statistisch signifikant hdheres Ergebnis erzielt werden
konnte. Lediglich fur die Gruppen reaktive Arthritis und EOPA-JIA konnten
signifikante Werte ermittelt werden, die jedoch nicht hdéher, sondern sogar
niedriger als in den altersentsprechenden Kontrollgruppen lagen. Aus diesen
Ergebnissen ergab sich kein Anhalt fir einen pathogenetischen
Zusammenhang zwischen einer Parvovirus B19-Infektion und kindlichem

Rheuma.
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Fiar die Hb6he von virus-spezifischen IgG-Antikérpern lassen sich allgemein
keine Normalbereiche angeben. Deshalb ist ein Vergleich der TiterhGhe von
IgG-Antikérpern zwischen zwei verschiedenen Gruppen in der Regel nur von
geringer Aussagekraft. Da die IgG-Titer kurz nach einer Infektion jedoch
zunachst ansteigen und dann im Verlauf von einigen Wochen bis Monaten
wieder auf ein niedrigeres Niveau abfallen, kénnen Unterschiede in der
Parvovirus B19-lgG-Titerhéhe in  verschiedenen Probenkollektiven
moglicherweise einen Hinweis auf eine klrzliche Primarinfektion mit Parvovirus
B19 geben. Deshalb wurde in Kapitel 3.4 bei den Parvovirus B19-seropositiven
Patienten der wichtigsten Subgruppen dieser Studie auch die Héhe der IgG-
Titer miteinander verglichen. Anhand der graphischen Darstellung ( vgl. Abb.
10-13) war auf den ersten Blick keine Besonderheit in der Titerdynamik einer
bestimmten Subgruppe ersichtlich. Beim Vergleich der Medianwerte der Titer
der einzelnen Gruppen (vgl. Tab. 10) ist auch keine Auffélligkeit zu beobachten,
die Titer-Mediane unterscheiden sich maximal um eine Titerstufe, wie das auch
bei den Kontrollgruppen der Fall ist. Die statistische Analyse ergab ebenfalls

keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen.

4.3 Beurteilung der Ergebnisse in den Kontrollgruppen unter
Beriicksichtigung von Literaturdaten zur Serumpréavalenz von
Parvovirus B19 in der Normalbevélkerung

In der Literatur finden sich unterschiedliche Angaben zur Durchseuchungsrate
der Bevélkerung mit Parovirus B19. So rangieren die Werte bei Kindern und
Jugendlichen unter 19 Jahren von 2 bis 60 % [12, 26-29]. Einen Uberblick (iber
einige in der Literatur aufzufindende Daten gibt Tabelle 14:
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Tabelle 14. Verschiedene Literaturangaben zur  Serumpravalenz ~ von
Parvovirus B19 in der Normalbevdlkerung [12, 26-29].

Autor Alter | Serum- | Alter | Serum-| Alter | Serum- | Alter | Serum-
(Jahre) | prava- | (Jahre) | prava- | (Jahre) | Prava- | (Jahre) | prava-

lenz lenz lenz lenz

(%) (%) (%) (%)
Schuster, Kreth [26] <11 2-21 Erw. | 40-60
van Elsacker-Niele [12] 15 50 >70 |[80-100
Gay et al. [27] 10 45 Erw. | 60-70

Anderson [28] <5 2 5-9 21 10-19 36 20-39 49
Caramaschi et al. [29] <5 2-5 5-19 | 16-60 Erw. | 30-60

Vergleicht man nun die innerhalb dieser Studie ermittelten Serumpravalenzen
der Kontrollgruppen mit den altersentsprechenden Daten aus der Literatur, so
ist festzustellen, dass die Serumpravalenzen der drei Kontrollgruppen zumeist
héher liegen als alle Literaturangaben. Kontrollgruppe 1 mit dem
Altersdurchschnitt von 66 Monaten (5 1/2 Jahre) Ubersteigt mit der Parvovirus
B19-Pravalenz von 47,2% die von Anderson (21%) und auch Schuster und
Kreth (2-21%) fur diese Altersgruppe angegebenen Werte, liegt jedoch im
Bereich der Daten von Caramaschi (16-60%). Kontrollgruppe 2 liegt mit 63,3%
und einem Altersdurchschnitt von 107 Monaten (8 11/12 Jahre) durchweg tber
den Werten aus der Literatur (Anderson 21%, Caramaschi 16-60%), ebenso
Kontrollgruppe 3 mit 65% und dem Durchschnittsalter von 134 Monaten
(11 2/12 Jahre), verglichen mit den Literaturangaben (Anderson 36%,
Caramaschi 16-60%).

Es ist nicht auszuschlieBen, dass die hohen Parvovirus B19-Serumpréavalenzen
in den Kontrollgruppen auf eine gewisse Selektion zuriickzuflhren ist, dadurch,
dass ausschlieBlich anderweitig erkrankte Kinder, die die Klinik aufsuchten, als
Kontrollen dienten, und keine véllig gesunden, beispielsweise eine zufallig

ausgewahlte altersentsprechende Schulklasse.
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Die ermittelten Werte der Kontrollgruppen erscheinen also tberdurchschnittlich
hoch. Es ist davon auszugehen, dass der Vergleich mit Kindern aus derselben
Region aussagekréftiger ist, als ein Uberregionaler Vergleich. Dennoch stellt
sich die Frage, ob deutlichere Unterschiede ersichtlich waren, wirde man die
Serumpravalenzen der  einzelnen

Subgruppen  vergleichen mit

altersentsprechenden Werten aus der Literatur.

Studie
in den Subgruppen mit Literaturdaten der

44 \Vergleich der im Rahmen dieser ermittelten
Serumpravalenzen

Normalbevélkerung

In Tabelle 15 werden die in den Subgruppen ermittelten Parvovirus B19-
Serumpravalenzen den Daten aus der Literatur gegentbergestellt. Es wird
ersichtlich, dass die innerhalb des Patientenkollektivs dieser Studie ermittelten
Parvovirus B19-Pravalenzen die meisten Werte der Literatur far die
entsprechende Altersgruppe deutlich Ubersteigen. Da in den verschiedenen
Studien unterschiedliche Testsysteme flir die Bestimmung von Parvovirus B19-
Antikérpern verwendet wurden, ist ein Vergleich der Seropréavalenzen aus der
vorliegenden Studie mit denen aus der Literatur jedoch nur von sehr

eingeschrankter Aussagekraft.

Tabelle 15. Vergleich der Serumpravalenzen in den Subgruppen mit Daten der
jeweils passenden Altersgruppe der Normalbevdlkerung verschiedener Autoren.

Subgruppe Alter in | B19-IgG Vergleichbare altersentsprechende
Jahren | positiv Literaturdaten (%) [12, 26-29]
(%) | Autor Altersgruppe B19-IgG
positiv (%)
EAA 117112 72,2 | Anderson 10-19 36
Caramashi 5-19 16-60
EOPA-JIA 46/12 31,3 | Schuster, Kreth <11 2-21
Anderson <5 2
Caramaschi <5 2-5
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Subgruppe Alter in | B19-IgG Vergleichbare altersentsprechende
Jahren | positiv Literaturdaten (%) [12, 26-29]
(%) | Autor Altersgruppe B19-IgG
positiv (%)
Andere Oligoarthritis | 10 7/12 53,9 | Schuster, Kreth <11 2-21
Anderson 10-19 36
Caramaschi 5-19 16-60
Polyarthritis 98/12 57,9 | Schuster, Kreth <11 2-21
Anderson 10-19 36
Caramaschi 5-19 16-60
Gay 10 45
M. Still 6 8/12 62,5 | Schuster, Kreth <11 2-21
Anderson 5-9 21
Caramaschi 5-19 16-60
Psoriasis Arthritis 10 8/12 63,6 | Schuster, Kreth <11 2-21
Anderson 10-19 36
Caramaschi 5-19 16-60
Reaktive Arthritis 76/12 39,5 | Schuster, Kreth <11 2-21
Anderson 5-9 21
Caramaschi 5-19 16-60
Lyme Arthritis 10 2/12 67,6 | Schuster, Kreth <11 2-21
Anderson 10-19 36
Caramaschi 5-19 16-60
Gay 10 45
Andere Arthritis 810/12 57,1 | Schuster, Kreth <11 2-21
Anderson 5-9 21
Caramaschi 5-19 16-60
Arthralgien 93/12 62,4 | Schuster, Kreth <11 2-21
Anderson 5-9 21
Caramaschi 5-19 16-60
SLE 13 100 | Anderson 10-19 36
Caramaschi 5-19 16-60
CRMO 11 6/12 50 Anderson 10-19 36
Caramaschi 5-19 16-60
Augenerkrankung 7312 33,3 | Schuster, Kreth <11 2-21
Anderson 5-9 21
Caramaschi 5-19 16-60
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4.5 \Vergleich dieser Studie mit Daten aus einer ahnlichen

Untersuchung

Eine japanische Studie zur Pravalenz von Parvovirus B19-1gG-Antikdrpern bei
Kindern mit polyartikularer JRA ergab sehr hohe, im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe statistisch signifikante Werte. Es wurden hier elf Falle von JRA
untersucht, wobei eine Gruppierung in refraktdre JRA und remittierende JRA
unternommen wurde. Diese Einteilung erfolgte unter therapeutischen
Gesichtspunkten. Die als refraktar bezeichnete Gruppe zeigte eine Persistenz
des C-reaktiven Proteins (CRP) unter antirheumatischer Medikation wahrend
die remittierende JRA als CRP-negativ unter Medikation definiert war. In der
Gruppe der refraktaren JRA waren 71,4 % (5/7) Parvovirus B19-1gG positiv, die
Gruppe remittierende JRA zeigte keine Anti-B19-IgG Positivitat (0/4).
Zusammengefasst lag die Serumpravalenz von Anti-B19-1gG Antikérpern flr die
elf JRA-Patienten bei 45,5 % (5/11) [30].

Kritisch anzumerken ist hierbei zum einen die sehr geringe Serumpravalenz von
Parvovirus B19-IgG-Antikérpern in der Kontrollgruppe von gerade mal 8,3 %
(5/60) bei einem Durchschnittsalter von 18,8 Jahren, die verglichen mit den
Werten aus der Normalbevélkerung (vgl. Tabelle 13) fir diese Altersgruppe
doch sehr niedrig erscheint. Dieser kleine Wert machte trotz des geringen
Stichprobenumfangs der japanischen Studie (n=11) eine statistische Signifikanz
moglich. Zum anderen entspricht die Auswahl der Patienten in der japanischen
Studie, wie auch der Autor einraumt, nicht ganz dem Ublichen Patientenkollektiv
der JRA, da fir die Studie nur besonders schwere Félle mit langem chronischen
Verlauf herangezogen wurden, was einem statistischen Vorurteil entspricht.
Eine zufédllige Auswahl der Patienten ergdbe nach Meinung des Autors

vermutlich niedrigere Raten der Seropositivitat.

Will man nun diese Werte vergleichen mit Ergebnissen dieser Studie, so ist die
Subgruppe Polyarthritis wohl die am besten vergleichbare Gruppe. Diese
erzielte im Rahmen der vorliegenden Studie eine Parvovirus B19-
Serumpravalenz von 57,9 % (11/19). Dieser Wert liegt deutlich niedriger als der
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der japanischen refraktaren JRA (71,4%), Ubersteigt jedoch die Pravalenz der
japanischen Gesamtpatienten (n=11) mit 45,5%.

4.6 Kritikpunkte dieser Studie

Im Rahmen dieser Studie war nur die Testung nach Antikérpern vom IgG-Typ,
nicht jedoch vom IgM-Typ, vorgesehen. Wie man aus entsprechenden
Untersuchungen weiB, sind IgM-Antikbrper im allgemeinen ab dem
Krankheitsbeginn bis zwei bis drei Monate nach Infektion mit Parvovirus B19 im
Serum nachweisbar. Parvovirus B19-IgG-Antikérper sind bereits wenige Tage
nach den IgM-Antikbrpern nachweisbar und persistieren in der Regel
lebenslang [28, 31, 32]. Obwohl die Zeitpunkte der Serumgewinnung zwischen
sofort, wenige Tage, wenige Wochen bis einige Monate nach
Erkrankungsbeginn variierten, kann daher davon ausgegangen werden, dass
bei allen Kindern, bei denen mdéglicherweise ein Zusammenhang zwischen der
Arthritis und einer Infektion mit Parvovirus B19 besteht, 1gG-Antikérper
nachzuweisen gewesen waren. Da in dieser Studie Seropravalenzen zwischen
verschiedenen Gruppen verglichen und nicht akute Infektionen nachgewiesen
werden sollten, wurde auf die Bestimmung von Parvovirus B19-IgM-Antikérpern
verzichtet. Aufgrund der Heterogenitdit des Erkrankungsbeginns im
untersuchten Patientenkollektiv ware eine Untersuchung auf Parvovirus B19-

IgM auch nicht in sinnvoller Weise durchfiihrbar gewesen.

Eine mdgliche Verfélschung der Ergebnisse ist denkbar durch den Wegfall der
168 Patienten, von denen kein Serum vorhanden war. Eventuell kam es
hierdurch zu einer ungewollten Vorauswahl. So waren etwa allein 23 der

weggefallenen Patienten der Gruppe reaktive Arthritis zuzuschreiben gewesen.
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5. Zusammenfassung

Parvovirus B19 steht im Verdacht, chronische Arthritis bei Kindern zu
verursachen. Aus diesem Grund sollte mit Hilfe dieser Studie ein méglicher
Zusammenhang zwischen einer Parvovirus B19-Infektion und der Juvenilen

idiopathischen Arthritis untersucht werden.

Dazu wurden von insgesamt 382 Patienten der Rheumasprechstunde der
Kinderpoliklinik der Universitdt Wdarzburg Serumproben hinsichtlich des
Vorhandenseins von Parvovirus B19-IgG-Antikérpern getestet. Der Nachweis
dieser Antikdrper erfolgte mittels Immunfluoreszenztest. Hierbei wurde mit dem
Serum eines jeden Patienten eine Verdinnungsreihe von 1:10 bis 1:640
erstellt. Die Serumverdinnungen wurden auf Objekttrdger aufgetragen, die mit
SF9-Insektenzellen beschichtet waren, die durch Infektion mit rekombinanten
Baculoviren das Parvovirus B19-Antigen VP1 exprimieren. Waren im Testserum
Antikdrper gegen Parvovirus B19 vorhanden, lagerten sich diese an die durch
die Insektenzellen exprimierten Parvovirus B19-Antigene an. In einem zweiten
Schritt  wurden anti-Human-IgG-Antikérper zugegeben, die mit dem
fluoreszierenden Farbstoff Fluoreszeinisothiozyanat (FITC) markiert waren und
sich an die gebundenen Antikérper aus den Serumproben anlagerten. Diese
waren nun unter dem Fluoreszenzmikroskop nach Anregung des FITC-
Farbstoffes mit UV-Licht sichtbar. Es wurden dann bei den Parvovirus B19-IgG
positiv getesteten Patienten die jeweiligen Titerstufen abgelesen, bei denen
noch eine eindeutige Fluoreszenz erkennbar war. Kam es zu keiner Anfarbung
unter dem Mikroskop, waren keine Antikérper nachweisbar, diese Patienten

galten also als Parvovirus B19-IgG negativ.

Dieses Verfahren wurde auch angewandt flir 146 Kontrollpatienten, die in drei
Altersgruppen aufgeteilt wurden. Diese Kinder entstammten zum einen der
Endokrinologiesprechstunde, zum anderen der Rheumasprechstunde der
Universitats-Kinderklinik Wirzburg. Bei keinem dieser Patienten wurde jedoch
eine Erkrankung aus dem rheumatischen Formenkreis diagnostiziert.
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Die 382 getesteten JIA-Patienten wurden diagnostisch in 13 Untergruppen
aufgeteilt. Die Ergebnisse werden im Folgenden fir die jeweilige Subgruppe
dargestellt. Die Gruppe Systemischer Lupus Erythematodes (SLE) zeigte die
héchste Parvovirus B19-Serumpravalenz mit 100%. Allerdings waren in dieser
Gruppe nur 8 Kinder. Die Gruppe Enthesitis assoziierte Arthritis (EAA) wies mit
72,2% eine hohe Pravalenz auf. Im mittleren Bereich lagen die Gruppen
Lyme Arthritis (67,6%), Arthralgien (62,4%), Polyarthritis (57,9%), andere, nicht
naher Kklassifizierbare Arthritis (57,1%), CRMO (50%), Psoriasis Arthritis
(63,6%), Morbus Still (62,5%) und andere Oligoarthritis —nicht EOPA-JIA mit
53,9% positiv getesteten Patienten. Die niedrigsten Serumpréavalenzen erzielten
die Subgruppen reaktive Arthritis (39,5%), frihkindliche Oligoarthritis (EOPA-
JIA) (31,3%) und rheumatische Augenerkrankung (33,3%).

Im Vergleich zu den Kontrollgruppen konnte in keiner der Subgruppen ein
statistisch signifikant héheres Ergebnis ermittelt werden. Die Serumpravalenzen
in den Gruppen EAA, Morbus Still, Lyme Arthritis und SLE lagen zwar héher als
die der entsprechenden Kontrollpatienten, jedoch lag keine statistisch
signifikante Differenz vor. In den Gruppen EOPA-JIA, andere Oligoarthritis,
Polyarthritis, Psoriasis Arthritis, reaktive Arthritis, unklassifizierbare Arthritis,
Arthralgien, Augenerkrankung und CRMO lagen die Serumpravalenzen
durchweg niedriger als in den gesunden Kontrollgruppen, wobei nur in den
Gruppen reaktive Arthritis und EOPA-JIA statistisch signifikante Unterschiede

erreicht wurden.

Da in keiner der Gruppen ein statistisch signifikant hdheres Ergebnis erzielt
wurde, untermauert das Resultat dieser Studie nicht die Hypothese eines
pathogenetischen Zusammenhangs zwischen einer Parvovirus B19-Infektion
und kindlichem Rheuma. Dennoch kénnten eventuell weitere Untersuchungen
in dieser Richtung neue aufschlussreiche Hinweise bringen, die zur Aufklarung
der Atiologie und Pathogenese der juvenilen idiopathischen Arthritis beitragen.
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6. Anhang

Abb. 1. Dokumentationsblatt zur Erfassung der Patientendaten aus den
Krankenakten — hier beispielhaft ausgefullt fir Patient B.

Dokumentationsbogen fiir die Studie zur Parvovirus B19 Arthritis im Kindesalter:

Name B Vorname Geb.datum _29.08.82
Geschlecht  weiblich  ménnlich
Alter bei Erstvorstellung__ 11 7/12 Datum der Erstvorstellung 30.03.94
Alter Erkrankungsbeginn Arthritis 9

Endgiiltige Diagnose EAA

ICD-10 M08.4 [ ANA +7:205 |RE - | HLAB27

Laborwerte (Datum) 30.03.94

Leukozyten 9700 Gran 66% Ly 28% Mo 3%

Hb 13,7

Thrombos 308 000

BSG 10720

Urin eiweill (ab 2+)

LDH 178

Transaminasen GPT 83 GOT 14,1 Gamma-GT 5,/

IeG 1150 IgA 156 IgM 178

Sonstige

Parvovirus B 19 Serologie
B19-IgG IFT + 1:80
B19-IgM IFT -

EBYV Serologie
EBNA-1 IFT + 1:128 EAG IFT
EBV-IgG EIA VCA IFT
EBV-IgM EIA VCGIFT | + 1:80

CMV Serologie
CMV-IgG EIA
CMV-IgM EIA

Anamnese und oder Befund bei initialer Vorstellung:
O oB in Bezug auf Parvovirus B 19
O Ausschlag: O Kokarden, (J Erythem, & Ery Ex mult,
O Enanthem, O Fieber

£J 0B in Bezug auf EBV Virus
O LebervergroBerung, O MilzvergroBerung, O LKvergroflerung
O Apathie, (J Angina, (J Fieber

&) oB in Bezug auf CMV Virus
O Urinauffilligkeiten- Infekt
O Luftwegsinfekt, (J Fieber
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Abb. 2. Ausschnitt aus der in Microsoft Excel® erstellten Rheuma-Datenbank, in der alle aufgezeichneten Daten der Patienten
erfasst wurden. - Der grau unterlegte Wert in der Spalte B19-IgG IFT stellt ein im Rahmen dieser Studie ermitteltes Testergebnis
dar.

Name Vorname Geb.-Datum Ge- |Alter bei  [Alter Er- Datum d. Diagnose ICD-10 ANA ANA RF HLA
Schlecht |Erstvor- krankungs- |Erstvor- Titer Muster B27
stellung beginn stellung
A 21.03.1988 w 1212 1 24.05.89 |EOPA-JIA M08.4
B 29.08.1982 w (11712 (9 30.03.94 |EAA M13.9 +1:20 S -
C 06.05.1987 m |68/12 [38/12 (02.02.94 |Arthraigien M25.5 - - -
Datum Leuko- | Granulo- | Lympho- [ Mono-| Hb | Thrombo- | BSG | Urin LDH GPT | GOT | Gamma- IgG IgA IgM Sonstige
Laborwerte zyten zyten zyten zyten | g/dl zyten mm (EiweiB u/1 (V]] U/ GT mg/dl | mg/dl [ mg/dl
% % % /nl n.W. ui
24.05.89 | 9700 38 50 6 11,1 535 15/22 262 | 9,2 | 184 2,1 898 |484 | 204
30.03.94 | 9600 66 28 3 13,7 308 10/20 178 | 8,3 | 14,1 51 1150 | 156 | 178
02.02.94 | 7100 39 53 6 11,1 277 5/12 180 | 8,8 | 14 4.8 786 |67,3| 163

B19-lgG | B19-lgM | EBNA-1 | EBV-lgG | EAG | VCA VCG EBV-IgM | CMV-IlgG | CMV-IgM |Bemerkung B19 Anamnese |[EBV Anamnese |CMV Anamnese
IFT IFT IFT EIA IFT IFT IFT EIA EIA EIA
+1:320 0B oB oB
+1:80 - +1:128 +1:80 - - Erythem oB oB
- - +1:32 + 1:640 - - 0B Angina oB
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C-reaktives Protein
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Early antigen 1gG
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Enzyme-linked immuno sorbent assay

Early onset pauciarticular juvenile idiopathic arthritis
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Fever of unknown origin (Fieber ungeklarter Ursache)
Gammaglutamyltransferase
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Human leucocyte antigen

International classification of diseases (WHO)
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Immunglobulin A
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w
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