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Eine Dysregulation neuro-immunologischer Interaktionen und eine veranderte Stressantwort
werden als Teil der Pathogenese der Rheumatoiden Arthrtitis (RA) diskutiert. Dabei konnte eine
autonome Dysfunktion eine wichtige Rolle spielen. Um dem nachzugehen, wurde an Patienten mit
unterschiedlicher Krankheitsaktivitat die Aktivitat des autonomen Nervensystems in Ruhe und in
Reaktion auf minor Stress sowie erstmals deren Assoziation zu Gen-Polymorphismen [p2-
adrenerger Rezeptoren (B2ARs), welche sich u.a. auf Immunzellen befinden, untersucht. Zur
Bestimmung autonomer Aktivitdt wurde an 112 RA- und 48 Osteoarthrose-Patienten die
sympathische Hautantwort (SSR) sowie die Herzratenvariabilitat (HRV) getestet. Standardisierte
Stresstests kamen zur Anwendung. Eine Allel-spezifische Polymerase-Ketten-Reaktion diente zur
Ermittlung der Varianten des B2ARs an Aminosaureposition 16, 27 und 164. Es konnte gezeigt
werden, dass die autonome Aktivitat bei RA in Ruhe durch eine signifikant erhdhte Herzfrequenz,
ein Uberwiegen des Sympathikus im Verhaltnis zum Parasympathikus sowie eine signifikant
erniedrigte Parasympathikusaktivitdt gekennzeichnet ist. Die Stressantwort bei RA war signifikant
haufiger pathologisch als bei der Kontrollgruppe und durch signifikante Hypoaktivitat und
Hyporeaktivitdt des Parasympathikus sowie eine signifikant erniedrigte HRV charakterisiert. Das
Zusammenspiel beider Schenkel des ANS erschien gestort. Die SSR-Werte befanden sich im
Normbereich. Schlechtere Werte waren jedoch signifikant mit hohem CRP assoziiert. Desweiteren
war Heterozygotie an allen Gen-Positionen der B2ARs signifikant mit RA assoziiert. GIn27GIn
(signifikant haufiger fur Gesunde) ging mit signifikant niedrigerer Krankheitsaktivitat einher. Starkes
Uberwiegen des SNS in Ruhe sowie niedrige parasympathische Aktivitat (HRV-Daten) waren
signifikant mit hoher Krankheitsaktivitat assoziiert. Zusammenfassend weist die vorliegende Arbeit
auf eine autonome Dysregulation bei Patienten mit RA hin, was mit klinischen Parametern der RA
assoziiert war. Weiterhin unterstreicht die Studie die Assoziation von B2AR Polymorphismen mit

einer RA und liefert einen weiteren Beitrag zum Verstandnis der Pathogenese dieser Erkrankung.
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1. Einfuhrung

1.1 Rheumatoide Arthritis

1.1.1 Definition

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch-entziindliche Systemerkrankung.
Hauptmerkmal ist eine Synovialitis, die zu Arthritis, Bursitis und Tendovaginitis fuhrt. Dabei
kann es zu extraartikularen Organmanifestationen unter Beteiligung von z.B Herz, Lunge,
Leber, Nieren, Augen, GefalRen, Muskulatur sowie peripherem und zentralen Nervensystem
kommen. Des Weiteren zeigen sich unspezifische Allgemeinsymptome wie
Abgeschlagenheit, nachtliches Schwitzen, Myalgien u.a. (Deutsche Gesellschaft flr
Rheumatologie 2012). Der schubweise progrediente Verlauf der Krankheit kann in Folge von
Schmerz und Gelenkdestruktion zu Mobilitatsverlust und Invaliditat fihren. Die Patienten
haben eine deutlich eingeschrankte Lebensqualitdt und eine um drei bis zehn Jahre

verringerte Lebenserwartung (Mutru et al. 1985), (Aletaha et al. 2010).

1.1.2 Epidemiologie

Die Pravalenz der Erkrankung im Erwachsenenalter betragt 1% und steigt bei Uber 55
Jahrigen auf ca. 2%. In Deutschland sind somit 500 000 bis 800 000 Menschen betroffen.
Dabei liegt der Erkrankungsgipfel zwischen dem 55. und 75. Lebensjahr. Frauen sind im
Verhaltnis w:m=3:1 haufiger betroffen. Es zeigen sich erniedrigte Inzidenzen bei
Ostrogenanwendung und erhdhte Inzidenzen wahrend der Stillperiode. Desweiteren besteht
eine familiare Haufung (Herold 2012), (Jstensen et al. 2012).

1.1.3 Atiologie

Die Ursachen und Verlaufsfaktoren der RA sind heute noch weitgehend ungeklart. Nach
vielen Jahren intensiver Forschung ist klar, dass es sich um ein multifaktorielles Geschehen
handelt. Verschiedene Umweltfaktoren sowie ein permissiver genetischer Hintergrund
beeinflussen Entstehung und Auspragung der RA (Review bei Bax et al. 2011), (Perricone et
al. 2011). Der wichtigste genetische Risikofaktor ist die HLA-Region, welche 30-50 % der
Suszeptibilitat fur RA bestimmt (Bowes und Barton 2007), (Imboden 2009). Nach der ,shared
epitope hypothesis® besitzen eine Vielzahl der Risiko-Allele an Position 70-74 der DRR1-
Kette im HLA-DRB1-Gen die Aminosauren QKRAA, QRRRAA oder RRRAA (Gregersen et al.
1987). Seit 2003 wurden weitere pathogenetisch bedeutsame Gene entdeckt, wie z.B. PADI4



(Suzuki et al. 2003), PTPN22 (Carlton et al. 2005) oder STAT 4 (Remmers et al. 2007).
Spezielle Single Nukleotid Polymorphismen mit Bezug zu Genen fur immunologisch
bedeutsame Faktoren, wie TNF (Fonseca et al. 2007), IL-1 (Buchs et al. 2001), IL-6
(Fishman et al. 1998) u.a. scheinen flir aggressivere Krankheitsverlaufe verantwortlich
(Review bei Perricone et al. 2011). Polymorphismen in der CRH-Regulierungs-Region
wurden beschrieben (Wagner et al. 2006) Insgesamt waren 2011 rund 30 verschiedene
Risiko- Regionen identifiziert (Bax et al. 2011), (Zhernakova et al. 2011), (Stahl et al. 2010).
Umweltfaktoren als Triggermechanismen fiir die RA kénnen in regionale Faktoren betreffend
Geografie, Klima, Bakterien und Viren, sowie soziokulturelle Faktoren wie Lebensstil,
Rauchen oder Essgewohnheiten unterteilt werden (Youinou et al. 2010), (Perricone et al.
2011). Aktuell ruckt hier auch die Rolle von Stress in den Fokus. Darlber, ob Stress
tatsachlich ein auslésender Faktor fiur die Erkrankung sein koénnte, bestehen noch
widersprichliche Ergebnisse (Dube et al. 2009), (Li et al. 2005). Mehr Studien konnten
daneben einen negativen Einfluss von Stress auf den Verlauf einer bereits bestehenden RA
zeigen (Cutolo et al. 2006), (Davis et al. 2008) (Review bei Malysheva et al. 2010).

1.1.4 Pathogenese

Die im Folgenden beschriebenen Mechanismen bilden lediglich einen groben Einblick in das
Gebiet der komplexen, weiterhin nicht vollstandig geklarten, Pathophysiologie der RA, auf
welchem derzeit intensiv geforscht wird (Review bei Cooles und Isaacs 2011): Bei genetisch
disponierten Personen wird Uber die weitgehend unbekannten Triggermechanismen eine
Autoimmunerkrankung induziert, welche durch ein komplexes Zusammenspiel verschiedener
Entziindungszellen und Entziindungsmediatoren bestimmt wird. Dies flhrt auf lokaler Ebene

zu Gelenkdestruktion, sowie zu verschiedenen systemischen Reaktionen (Panayi 1993).

Lokal kommt es uUber die postkapillaren Venulen zur Infiltration der Synovialis mit
autoreaktiven T-Helferzellen (Th-Zellen), B-Lymphozyten, Plasmazellen und dendritischen
Zellen. Monozyten und Lymphozyten interagieren tber Oberflachenantigene und Zytokine.
Dabei kommt den T-Zellen eine besondere Bedeutung in der Pathogenese der RA zu
(Weyand et al. 1997), (Ma et al. 2012). Pro-inflammatorischer Th1-Zellen werden induziert
und Zytokine, wie IL-1, IL-6, IL-18, TNF-a, IFN-y, IL-12 produziert. Der Th2-Weg mit
vorrangiger Produktion anti-inflammatorischer Zytokine, wie 1L-4 und IL-10, wird durch den
sogenannten ,Th1-Shift“ unterdriickt (Elenkov et al. 2006), (Wahle et al. 2006). Die pro-
inflammatorischen Zytokine induzieren u.a. die Monozyten-Differenzierung zu Osteoklasten
sowie deren Proliferation, Aktivierung und Uberleben im Synovialgewebe. Diese tragen nun
mafgeblich zur Knochendestruktion bei. Auflerdem werden Wachstumsfaktoren und

Autoantikérpern gegen das Fc-Fragment des IgG, sogenannte Rheumafaktoren (RF), sowie



anti-CCP-Antikorper u.a. gebildet, welche als diagnostische und prognostische Marker von
Bedeutung sind (Puszczewicz et al.2011). Im Rahmen von Immunkomplexablagerungen
kommt es zur Komplementaktivierung mit der Freisetzung weiterer Entzindungsmediatoren
sowie knorpelagressiver Enzyme (z.B Kollagenase, Elastase) aus Synovia, Chondrozyten
und Pannus. Diese Verdickung der Synovialis (Pannus) wird hervorgerufen durch die
Invasion mit makrophagenahnlichen Typ-A-Synoviozyten und die Proliferation
fibroblastenahnlicher Typ-B-Synoviozyten. Der Pannus Uberwuchert den Knorpel (tumor like

proliferation) und zerstort diesen nach und nach (Herold 2012).

Dieser lokale Prozess im Gelenk wird jedoch nicht getrennt von systemischen Reaktionen
betrachtet und das Immunsystem ist nicht der einzige Akteur. Vielmehr wird die RA durch ein
komplexes Zusammenspiel endokrinologischer, neurologischer und immunologischer
Prozesse bestimmt (Straub und Fassold 2010), (Del Rey et al. 2010). Letztendlich fihrt eine
Vielzahl pathogenetischer Einflussfaktoren dazu, dass das gesunde innere Gleichgewicht
zwischen diesen Systemen im Koérper gestdrt wird und eine chronische Krankheit entsteht
(Koopman und Stoof 2011). Ein besseres Verstandnis pathogenetischer Mechanismen
kénnte langfristig neue Therapieoptionen erdffnen, die auf die Wiederherstellung von
Systemen abzielt, welche fir den Erhalt dieser Homoostase (griech: ,Gleichstand)

entscheidend sind.

Die vorliegende Arbeit setzt an diesem Punkt an und hat das Ziel, die Funktion des
autonomen Nervensystems (ANS) bei der Autoimmunerkrankung RA genauer zu
charakterisieren. Warum also das Nervensystem bei einer Auto/MMUNkrankheit
untersuchen? Die Forschung der letzten Jahre erbrachte eine Vielzahl von anatomischen
und funktionellen Hinweisen zu Interaktionen zwischen ANS und Immunsystem, welche vor
dem Hintergrund des derzeit diskutierten negativen Einflusses von Stress auf den Verlauf der
RA von besonderem Interesse sind (Vassilopoulos und Mantzoukis 2006), (Cutolo et al.
2006), (Stojanovich 2009) (Del Rey et al. 2010), (McCray und Agarwal 2011). Auf diese
beiden Punkte- Wie interagiert das ANS mit dem Immunsystem? Und: Welche Rolle spielt

das ANS im Bezug auf Stress?- soll daher etwas naher eingegangen werden.

1.2 Das ANS im Netzwerk mit dem Immunsystem

Das Nervensystem wird in das zentrale und das periphere Nervensystem unterteilt. Letzteres
besteht aus sensiblen, sensorischen (willktrlichen) und autonomen (unwillkirlichen)
Anteilen. Das ANS Iasst sich weiter in die beiden Schenkel Sympathikus und

Parasympathikus einteilen. Die Signale des Sympathikus werden Uber pra- und



postgangliondre Fasern vermittelt. Die praganglionaren Fasern entstammen Nuclei des
Hirnstammes und verlassen das ZNS uber Spinalnerven der Rickenmarkssegmente Th1-L3
und ziehen von dort zu ihren Ganglien, die groRtenteils direkt paravertebral liegen (sog.
sympathischer Grenzstrang), z.T auch weiter peripher, pravertebral. Acetylcholin (Ach) dient
hier als Neurotransmitter. Die postganglionaren Fasern ziehen schliefdlich zu den
Zielorganen und verwenden hauptsachlich Noradrenalin (auch Adrenalin und Dopamin),
welches dann an adrenergen Rezeptoren der Zellen, sog. a 1-3 und B 1 und 2 Rezeptoren,
seine Botschaft vermitteln kann. Prinzipiell ist der sympathische Schenkel aktiv, wenn der
Mensch sich in einer fight and flight-Situation befindet. Herzfrequenz und Blutdruck steigen
an, die Glukoneogenese der Leber wird aktiviert, die Darmperistaltik verringert uvm. Der
Parasympathikus wird im Gegensatz zum thorako-lumbalen sympathischen System als
cranio-sakrales System bezeichnet, da seine Fasern dem Hirnstamm sowie den
Ruchenmarks-Segmenten S2-S4 entstammen. Zu 75% besteht das PNS aus Fasern des
Nervus vagus. Seine efferenten Fasern entstammen v.a. dem Nucleus ambiguus und dem
Nucleus dorsalis nervi vagi in der Medulla oblongata. Die pragangliondren Fasern ziehen zu
Ganglien, welche im Gegensatz zum Sympathikus weit peripher in der Nahe der
Erfolgsorgane liegen. Sowohl pra- als auch postgangliondre Fasern nutzen Ach als
Neurotransmitter. Dieses wirkt Uber zwei Arten von Rezeptoren: muscarinerge Rezeptoren
(mit den Subgruppen M1- M5) und nicotinerge Rezeptoren (mit den Subgruppen a 1-10 und
B 1-4). Die verschiedenen Rezeptoren filhren zu unterschiedlichen physiologischen
Reaktionen (Wess et al. 1996), (Kalamida et al. 2007). Prinzipiell wirkt der Parasympathikus
als Gegenspieler des Sympathikus in rest and digest-Situationen. In einem gesunden Koérper
wirken beide Schenkel stets in einem fein ausbalancierten Gleichgewicht und im
Zusammenhang zu vielen anderen Organsystemen. (Klinke 2005), (Pschyrembel 2002),
(Silbernagl 2003). Fur die Pathogenese der RA von besonderem Interesse sind die

Verbindungen des ANS zum Immunsystem.

1.2.1 Das Parasympathische Nervensystem

1.2.1.1 Anatomische und physiologische Links zum Immunsystem

Einem Review von 2007, das Studien der vergangenen 20 Jahre untersuchte, war zu
entnehmen, dass bis dahin keine eindeutigen Beweise fur anatomische Links zwischen
Nervus vagus und dem Immunsystem im Sinne direkter efferenter vagaler Innervation von
Immunorganen bekannt waren (Nance und Sanders 2007)

Neuere Studien vermuten jedoch, dass die Milz parasympathische Signale erhalt, welche

nicht nur von Ach-produzierenden Immunzellen der Milz stammen. Eine indirekte Verbindung



wird Uber das Ganglion mesentericum superior beim Plexus coeliacus vermutet. Hierher
ziehen sowohl sympathische als auch parasympathische Fasern und die Signale beider
Schenkel des ANS werden von hierher weiter in Richtung Milz geleitet (Buijs et al. 2008).
Weiter konnte gezeigt werden, dass uber von dieser Schnittstelle stammende vagale Reize
die TNF-a-Produktion durch Milz-Makrophagen gehemmt wird (Rosas-Ballina et al. 2008).
Die Nervenfasern in der Milz kdnnen selbst kein Ach produzieren. In Tierexperimenten
wurden aber T-Zellen gefunden, die durch vagale Stimulation Ach produzieren und damit die
Produktion von Zytokinen wie z.B. TNF-a oder IL-6 durch das angeborene Immunsystem
unterdricken kdnnen (Rosas-Ballina et al. 2011). Vermittler fur diese Wirkung sind v.a. a7-n-
Ach-Rezeptoren (Wang et al. 2002). Ein anti-inflammatorischer Einfluss efferenter vagaler
Fasern scheint also anatomisch mdglich und wurde funktionell schon vielfach gezeigt:

An Tiermodellen mit zervikaler Vagusektomie (wodurch eine Mitstimulation der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden (HHN)-Achse verhindert wurde) z.B, fihrte
die elektrische Stimulation des peripheren Vagus zu signifikant erniedrigter TNF-a-Produktion
im Vergleich zu Tieren ohne Stimulation (Tracey et al. 2000). Die Blockierung der
Leukozytenmigration durch Vagusstimulation in Mausen wurde beobachtet (Saeed 2005).
Elektrische oder pharmakologische Stimulation des Nervus vagus verbessert in vitro die
Uberlebenschancen von Tieren mit Entziindung (Bernik 2002). Viele Studien bestéatigten die
Supression von Zytokin-Produktion durch vagale Aktivitat wahrend Entzindungen (Pavlov et
al. 2003), (Bernik 2002), (Wang et al. 2002).

Neben den efferenten wirken auflerdem afferente vagale Fasern, die bei einer Entzindung
von Endotoxinen und Zytokinen stimuliert werden und dem ZNS Signale senden konnen,
welches dann wieder das SNS sowie die HHN-Achse aktiviert. Glucocorticoide und NA
werden freigesetzt. Anti-inflammatorische Signale kdnnen gesendet und die Homdostase
wieder hergestellt werden. Ach kann zudem prinzipiell nicht nur von Nerven, sondern auch
von Immunzellen selbst produziert werden (Wessler et al. 2003/2008). Auch in der Synovia
von RA-Patienten konnten Ach-produzierende Zellen nachgewiesen werden (Grimsholm et
al. 2008), welche den AnstoR fur anti-entziindliche Signale zum ZNS geben koénnten.
Zusammengefasst wird die Funktion des Parasympathikus als der cholinerge anti-

inflammatorische pathway beschrieben (Pavlov 2003), (Tracey 2009), (Huston et al.2011).
1.2.2 Das sympathische Nervensystem

1.2.2.1 Anatomische und physiologische Links zum Immunsystem

Anatomische und physiologische Links zwischen Sympathikus und Immunsystem wurden in

den letzten Jahren vielfach beschrieben (Review Kin et al. 2006): Sowohl primare



(Rickenmark, Thymus), als auch sekundare (Milz, Lymphknoten, MALT) Lymphorgane sind
dicht von sympathischen Nervenfasern innerviert. Die Nervenenden bilden in diesen
Geweben Kontakte mit den Lymphozyten, deren Entfernungen kirzer sind, als die in
Synapsen (Felten et al. 1987). Auf Lymphozyten, Makrophagen/ Monozyten und
Granulozyten in Lymphgeweben sowie auf Zellen im Blut und in Synovialflissigkeit wurden
adrenerge Rezeptoren identifiziert (Williams et al. 1976), (Baerwald et al. 1992). Prinzipiell
gibt es zwei Subgruppen von Rezeptoren: a 1-3 auf Zellen des angeborenen Immunsystems
(Makrophagen, NK- Zellen usw.) und 3 1 und 2 auf Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems (auch B- und Th1-Zellen) (Nance und Sanders 2007). Sie besitzen je nach
Lokalisation verschieden Affinitaten zu NA. Wird dem ZNS z.B. Gber Zytokine in der Blutbahn
oder afferente Vagusfasern signalisiert, dass im Koérper ein Entziindungsherd vorhanden ist,
so wird der Sympathikus aktiviert und NA ausgeschittet. Dieses kann nun
immunmodulatorisch wirken, indem es die Zytokinproduktion seiner Effektorzelle beeinflusst
(Viswanathan und Dhabhar 2005). Im gesunden Korper unterdrickt NA dabei prinzipiell die
pro-inflammatorische Antwort der Th1-Zellen und sorgt fir einen Shift hin zu den Th2-Zellen,
welche anti-inflammatorische Zytokine produzieren. Dieser Shift ist bei RA gestort (Elenkov
et al. 2000), (Bellinger etal. 2008). Die Wirkungen von NA sind allerdings nicht in jeder
Situation identisch. Zum einen entscheidet die Dosis Uber den Effekt: in niedrigen Dosen
(<107 mol/l im Serum) stimuliet NA (ber a2-Rezeptoren die Produktion des pro-
inflammatorischen TNF-a und Uber a1-Rezeptoren Komplementproduktion aus
Makrophagen. Erst in hohen Dosen kann NA an a-und (3-Rezeptoren angreifen, wirkt dann
anti-inflammatorisch und hemmt v.a. Uber 32-Rezeptoren z.B. die TNF-a-Produktion durch
Makrophagen (Cutolo et al. 2006), (Bellinger et al. 2008). Neben der Dosis entscheidet auch
die aktuelle Aktivitdt der Effektorzelle, seine spezifische Rezeptorbesetzung, sowie das
umgebende aktuelle Mileau aus Zytokinen und Co-Peptiden wie Neuropeotid Y Uber die
endgultige Wirkung der Katecholamine (Koopman und Stoof 2011). Vereinfacht gesagt
wirken also erst hohe Dosen von Katecholaminen in einer Umgebung mit ausreichend [3-

Rezeptoren und den entsprechenden Zytokinen und Co-Peptiden anti-inflammatorisch.

Eine im Vergleich zu Gesunden veranderte Grund-Aktivitat des Sympathikus in Ruhe sowie
in seiner Reaktion auf Stress konnte eventuell durch entsprechend hdhere oder niedrigere
Dosen von ausgeschiitteten Katecholaminen eine pro-inflammatorische Reaktion des
Immunsystems auf Stress bei RA-Patienten mitbedingen. Dabei sind auch die
Verbindungsstellen zwischen ANS und Effektororganen von Bedeutung fir die letztendlich
erzielte Wirkung. Eine dieser Verbindungen stellen die f2-adrenergen Rezeptoren (B2ARs)
dar. Diese befinden sich u.a. auf glatten Muskelzellen, Herzmuskelzellen, aber auch auf

Immunzellen (Xu et al. 2005).



1.2.2.2 Die B2-adrenergen Rezeptoren

€ =
y € C
c B ) ﬁj
& [
J 4 )
> ¢ e,
C &‘ (
nEw
( B &
;| € 2).
( YN '
) ‘J ¢
&/ D

Abb.1: Schematische Darstellung eines f2AR
(Rasmussen SG 2007)

Seit der Entdeckung B2ARs auf Immunzellen (Williams et al. 1976) sprechen zunehmende

Hinweise fiir ihre Bedeutung flr neuro-immunologische Interaktionen.

Zum einen kommen sie je nach Aktivations- und Entwicklungsstand der Zelle in
unterschiedlichen Dichten vor. Dabei konnte eine negative Korrelation der Dichte mit
I6slichen IL-2-Rezeptoren im Blut von Patienten mit chronisch-entzindlichen Krankheiten
gezeigt werden (Krause et al. 1992). Erniedrigte Zahlen von 2ARs flihren zu erhdhter
Produktion von pro-inflammatorischem IL-6 sowie INF-y nach Stimulation von Immunzellen
durch Katecholamine. Fur RA-Patienten konnte eine solche verringerte Dichte der B2ARs auf
Immunzellen und Synovialzellen gezeigt werden, was den Shift zur fur die RA primar anti-
inflammatorischen Th2-Antwort verhindert (Baerwald et al. 1992), (Baerwald et al. 1997),
(Wahle et al. 2005), (Bellinger et al. 2008).

Neben der Dichte kdnnten auch neuerdings in den Vordergrund getretene Gen-
Polymorphismen der B2ARs eine Rolle spielen. Vier von neun entdeckten Polymorphismen
in der codierenden und 5'-regulativen Region des Gens auf Chromosom 5 g 31-32 flihren zu
veranderter Aminosaure-Sequenz, drei (AS 16, 27 und 164) zu veranderter Funktion des
entstehenden Proteins (Green et al. 1995). Mittlerweile kennt man die Assoziation zwischen
diesen Gen-Varianten und einer Reihe von Krankheiten, wie z.B. Myasthenia gravis (Xu et al.
2000), Asthma bronchiale (Ramsay et al. 1999), (Fu et al. 2011), Diabetes Mellitus Typ | (de
Schouwenberg et al. 2008) oder arterieller Hypertonie (Lou et al. 2011). In Mastzellen der
Lunge beeinflussen einzelne Polymorphismen die Desensitivierung der IgE-vermittelten
Histaminfreisetzung nach Agonist-Stimulation des Rezeptors (Kay et al. 2003), (Chong et al.
2000). Die RA ist insgesamt eine Krankheit vor permissiven genetischen Hintergrund (Bax et
al. 2011). Auch Gen-Polymorphismen der B2ARs wurden bereits in wenigen Studien mit der

RA assoziiert. In bisher zwei Studien wurde Arginin auf Codon 16 gehauft beobachtet und



ging mit friherem Erkrankungsalter sowie erhohter Assoziation zu arterieller Hypertonie
einher (Malysheva et al. 2008), (Xu et al. 2005). Hier bedarf es noch weiterer Forschung. Die
Vermutung liegt nahe, dass Rezeptor-Polymorphismen als Schnittstelle zwischen
sympathischen Neurotransmittern und Immunzellen auch einen Zusammenhang zu Effekten
des ANS auf Immunzellen haben konnten. Dies scheint auch deshalb wahrscheinlich, da die
Forschung der letzten Jahre bereits mehrere fir die RA bedeutende Dysregulationen von
Schnittstellen zwischen ANS uns Immunsystem zeigen konnte (Koopman und Stoof 2011),
(Del Rey et al. 2010), (Baerwald et al. 2000). Z.B. kommt es sowohl in der Milz (Straub
2005), als auch im entzindeten Gelenk zum funktionellen Verlust sympathischer
Nervenfasern. Daflr sind relativ mehr sensorische pro-inflammatorische Nervenfasern
vorhanden (Miller et al. 2000). RA-Patienten haben weiter die erwahnte verringerte Dichte
von B2ARs. Statt der normalerweise Uberwiegenden B-Rezeptoren finden sich im Verlaufe
der Erkrankung hauptsachlich a-Rezeptoren auf Immunzellen. Es wird von einem beta-to-

alpha-shift gesprochen (Straub und Harle 2005).

Dazu, ob auch B2AR-Polymorphismen tatsachlich einen funktionellen Beitrag zur autonomen
(Dys-) Funktion bei RA leisten, gibt es nach unserem Wissensstand bisher keine Arbeiten.
Die vorliegende Arbeit geht daher dieser Frage nach, indem nach Zusammenhangen
zwischen Polymorphismen und ANS-Aktivitat (mittels Herzratenvariabilitdt gemessen Uber
die letztendliche Wirkung am Effektororgan Herz) sowie der Krankheitsaktivitat (als Effekt

pro-inflammatorischer Aktivitat des Immunsystems) gesucht wird.

1.3 Stress

1.3.1 Stress und Rheumatoide Arthritis

Mehrere retrospektive und prospektive Studien konnten Klinisch eine Assoziation zwischen
minor stress und der Krankheitsaktivitat der RA zeigen. Minor stess events sind von kurzer
Dauer (Minuten bis Tage) und umfassen z.B. Argernisse des taglichen Lebens, Stressoren
von geringerer Intensitat. Aus einem Review zu 27 Studien mit insgesamt 3000 Patienten
ging hervor, dass minor stress die Entzindung negativ beeinflusst (Review bei Herrmann et
al. 2000), (Straub et al. 2005). Zwei weitere prospektive Studien bestatigten den
Zusammenhang zwischen mildem interpersonellem Stress in den Tagen vor der
Studienuntersuchung und aktuell starker Krankheitsaktivitdt (Zautra et al. 1997). In einer
longitudinalen Studie Uber funf Jahre zeigten RA-Patienten mit héherem taglichen

Stresslevel signifikant mehr Erosionen (Feigenbaum et al. 1979). Funf Studien mit ca. 150



Patienten konnten diese Assoziation zwischen minor stress und Krankheitsschiben nicht
nachweisen (Dekkers et al. 2001). Bezlglich major stress (von langer Dauer (Wochen bis
Jahre) und/oder von starker Intensitat, wie z.B. der Tod eines nahen Verwandten, Scheidung)
gibt es weitaus weniger publizierte Studien mit widersprichlichen Ergebnissen (Cutolo et al.
2006).

Studien, welche den Einfluss von Stress auf das Immunsystem direkt untersuchten, zeigten
eine erhdhte Produktion des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6 durch periphere Blut-
Leukozyten von RA-Patienten nach Stress durch Behandlung mit Noradrenalin (van der
Roupe Voort et al. 2000). Auch im Blut von Patienten, die kurz vor einer Operation standen,
wurden erhohte IL-6 Spiegel gemessen (Hirano et al. 2001). Vermehrt interpersoneller Stress
fuhrte zu héheren Serumspiegeln an CD3 positiven Zellen und Iéslichen Rezeptoren des pro-
inflammatorischen IL-2 bei RA-Patienten (Zautra et al. 1997). Eine andere Studie zeigte,
dass Adrenalin-Infusion die Zahl zirkulierender IL-8 produzierender Monozyten erhoht
(Kittner et al. 2002).

Zusammengefasst scheint Stress also die RA negativ zu beeinflussen. Die Mehrzahl der
Studien spricht von einer pro-inflammatorischen Reaktion des Immunsystems als Reaktion
auf minor stress. Wie das ANS Einfluss auf das IS austben kann, wurde bereits gezeigt.

Welche Rolle spielt das ANS also beziglich Stress? Was ist Stress?

1.3.2 Das ANS als Teil der Stressantwort

Der Korper Uberlebt durch die Fahigkeit zum Erhalt seiner Homdostase. Dieses Prinzip der
Selbstregulation des Korpers zur Konstanthaltung seines inneren Mileaus wurde 1860
erstmals von Claude Bernard beschrieben. Walter Cannon pragte 1929 den Begriff. Hans
Seyle beschrieb dies 1930 bereits als ,unspezifische Reaktion des Korpers auf jegliche
Anforderung®, entlehnte den Begriff ,Stress” aus der Physik und pragte die Begriffe ,stress
response“ und ,general adaption“ (Seyle 1952), (Thomas 1998), (Stojanovich 2010). Neuere
Betrachtungen definieren Stress in ahnlicher Weise als ,bedrohte Homobostase®, auf die der
Kdrper mit einem komplexen Repertoire verhaltensbezogener und physiologischer bzw.
biochemischer Reaktionen des ZNS und peripherer adaptiver Mechanismen antwortet. Sind
diese Reaktionen inadaquat, exzessiv und/oder verlangert, kdnnen sie personliches
Verhalten und Entwicklung sowie physiologische Funktionen wie Wachstum, Metabolismus,
Kreislauf, Reproduktion oder auch die Immunantwort beeintrachtigen (Chrousos 1998),
(Straub et al. 2005), (Elenkov et al. 2006). Ein Uberschreiten der adaptiven Fahigkeiten birgt
das erhohte Risiko fur die Entstehung einer Krankheit. Wann diese Kapazitaten zum Erhalt
der Homodostase Uberschritten werden bzw. welchen Effekt Stress auf den individuellen

Menschen hat, hangt von verschiedenen Faktoren, wie Dauer und Intensitat (minor versus



major stress), individuellen Verarbeitungsmechanismen, Typ des Stresses (positiv
empfundener versus negativ empfundener Stress) und der Intaktheit der somtischen
Stressantwort ab (Malysheva et al. 2010), (Cutolo et al. 2006). Wie sieht eine solche intakte

Stressantwort aus ?

Information Uber aulere Stressoren gelangen lUber Sinnesorgane, Informationen Uber innere
Stressausloser durch nervale und hamatogene Signale an das ZNS. Diese Signale muissen
nun in periphere somatische Signale umgewandelt werden, damit diese wiederum Einfluss
auf verschiedene Organe und damit auf fir die Homdéostase entscheidende Korperfunktionen
nehmen kénnen. Dazu gehdren z.B. die Anpassung von Herzfrequenz, Blutgefalitonus,
Thermogenese, Energie-Metabolismus und auch der Aktivitat des Immunsystems an die
aktuelle Situation. Einen entscheidenden Schnittpunkt zwischen zentral und peripher bildet
der Hypothalamus. Er liegt nahe beim limbischen System, wo die Bewertung von, Uber die
Cortex aufgenommenen, psychologischen Stress in Eu- oder Distress stattfindet. Vom
Hypotahalamus freigesetztes Corticotropin releasing hormone (CRH), als eines der
Haupteffektoren der Stressantwort, aktiviert gemeinsam mit Arginin Vasopressin Uber den
sogenannten Locus coeruleus und verschiedene noradrenerge Zellgruppen im Hirnstamm
und im Rickenmark den Sympathikus und damit die erste wichtige Achse der peripheren
Stressverarbeitung. Die Neurotransmitter Noradrenalin und Adrenalin werden freigesetzt,
verstarken und vermitteln die Wirkung des Sympathikus. Dabei wird auch das
Nebennierenmark, dessen chromaffine Zellen anatomisch und embryologisch einem
sympathischen Ganglion entsprechen, aktiviert und so zusatzlich Adrenalin freigesetzt. Der
Parasympathikus steht dem Erhalt der Homdéostase v.a. durch rickkoppelnde Signale zur
Verfigung. Neben dem ANS gehéren die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden(HHG)-Achse
und die HHN-Achse zu den Vermittlern der peripheren stress response. Erstere fuhrt zur
Freisetzung von Ostrogenen, die, vereinfacht gesagt, anti-inflammatorisch auf das
Immunsystem wirken und damit durch Entzindung entstehendem Stress entgegenwirken
kénnen. Die HHN-Achse fuhrt ber CRH und ACTH zur Freisetzung von Cortisol und
Glukokortikoiden, welche prinzipiell ebenfalls immunsuppressiv und entziindungshemmend
wirken, Glykogenolyse der Muskeln sowie Glukoneogenese der Leber férdern und Uber
einen negativen feedback-Mechanismus die Freisetzung weiterer Hormone aus
Hypothalamus und Hypophyse hemmen. Die einzelnen Stressachsen sind dabei nicht isoliert
voneinander zu betrachten, sondern stehen in enger Verbindung zueinander. So ist die HHN-
Achse gemeinsam mit dem SNS in einen positiven feedback-Mechanismus involviert,
woraus folgt, dass die Stimulation des einen Systems meist auch zur Stimulation des
anderen fuhrt. Dies ist fur alle folgenden Kapitel dieser Arbeit zu beachten, in denen nur noch

das ANS im Vordergrund stehen wird. Schlielllich werden die Effekte auf die fir die



Homobostase entscheidenden Korperfunktionen Uber Mediatoren (v.a Neurotransmitter,
Hormone, Zytokine) wieder dem ZNS zurlickgemeldet, dort erneut im Zusammenhang zur
aktuellen Situation bewertet und angepasst, um Uberschielliende Korperreaktionen zu
verhindern. Im gesunden Korper tritt so nach einer akuten Stresssituation eine schnelle
Normalisierung der Homdostase ein (Elenkov et al. 2000), Reviews bei: (Charmandari et al.
2005), (Elenkov et al. 2006), (Crousos 2009). Abbildung 2 fasst dies nocheinmal zusammen.
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Abb.2: Vereinfachte Darstellung der normalen stress response.

Durch innere und auRere Faktoren wird die Homoostase gestort. Der Korper reagiert mit einer
komplexen Stressantwort aus zentralen und peripheren Anteilen. Die stérenden Reize werden imZNS
bewertet und Signale an die peripheren Anteile der stress response (autonomes Nervensystem (ANS),
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden(HHN)-Achse und Hypotahlamus-Hypophysen-
Gonaden (HHG)-Achse) gesendet. Uber Neurotransmitter und Hormone werden schlieRlich Signale
an Effektorsysteme gesendet, die verschiedene Korperfunktionen (u.a. das Immunsystem) der
Stresssituation anpassen und letztendlich die Homobostase wieder herstellen. (Charmandari et al.

2005), (Elenkov et al. 2006), (Crousos 2009), (Thieme 1999), (medizin-aspekte), (Gumpert- Anatomie)



Wie bereits in 1.3.1. beschrieben, scheint Stress auf die RA jedoch einen pro-
inflammatorischen Effekt zu haben. Rein hypothetisch scheint auf Stress demnach keine
adaquate Wiederherstellung der Homoostase in der Weise, wie es bei einer gesunden
Stressreaktion zu erwarten ware, zu erfolgen. Entsprechend der anfanglich genannten
Definition scheinen die adaptiven Fahigkeiten dieser Patienten Uberschritten. Eine denkbare
Ursache dafir ware: die somatische Stressantwort ist nicht intakt bzw. verandert. Das ANS
ist hierbei von besonderem Interesse, da es zum einen ein bedeutender Vermittler der
somatischen Stressantwort ist und zum anderen, wie in 1.2. gezeigt, die Moglichkeit hat,
direkt auf das IS einzuwirken. Bisherige Studien konnten zeigen, dass Stérungen im
Zusammenspiel von HHN-Achse, ANS und Immunsystem fiir die Pathogenese der RA von
grolier Bedeutung sind, wobei v.a. beziglich der genauen Rolle des ANS noch Vieles
genauerer Erforschung bedarf (Wahle et al. 2002) (Cutolo etal. 2006), (Elenkov et al. 2006),
(Del Rey et al. 2010), (McCray und Agarwal 2011). Das Ziel dieser Arbeit ist es daher, das
ANS bei RA-Patienten in seiner Funktion in Ruhe sowie unter Stresseinwirkung genauer zu

verstehen:

1.4 Zielsetzung und Fragestellung

Aus den dargestellten Hintergriinden ergeben sich zusammenfassend fir die vorliegende

Arbeit folgende Uberlegungen und Fragestellungen:

1. Bei Atiologie und Pathogenese der RA handelt es sich um ein multifaktorielles
Geschehen. Neben dem Immunsystem spielt u.a. auch das ANS eine Rolle. Beide
stehen in engem anatomischen und funktionellen Zusammenhang. Das ANS ist
weiterhin ein Hauptvermittler der somatischen Stressantwort und Stress hat
negativen Einfluss auf die Autoimmunerkrankung RA. Es gibt vermehrt Hinweise flr
gestérte Kommunikation zwischen ANS und Immunsystem. Die Erkenntnisse dartber
sind aber noch luckenhaft. Es besteht daher die These, dass eine autonome
Dysregulation in Ruhe sowie als Reaktion auf Stress besteht, welche den
Krankheitsverlauf der RA sowie Auswirkungen von Stress auf die Krankheit
mitbestimmen koénnte. In der vorliegenden Arbeit wird daher der Frage

nachgegangen:

Haben Patienten mit RA autonome Regulationsstérungen? Dabei soll die

Aktivitat des ANS in Ruhe und unter minor stress untersucht werden.



2. Einen Teil des ANS, und gleichzeitig Schnittstelle zum Immunsystem, stellen B2ARs
dar. Es gibt Hinweise fur deren Bedeutung fur die Modulation von Effekten des ANS,
bzw. der Katecholamine, auf das Immunsystem im Allgemeinen. Speziell fir die RA

ist aber diesbezuglich noch sehr wenig bekannt. Es werden daher die Fragen gestellt:

Gibt es bei Patienten mit RA im Vergleich zu Kontrollen unterschiedliche 2AR-

Gen-Polymorphismen? Und:

Gibt es bei der RA einen Zusammenhang zwischen autonomer Regulation bzw.

Stressantwort und Rezeptor-Polymorphismen?

3. Sollten eine veranderte autonome Aktivitit sowie mit der RA assoziierte
Polymorphismen der B2AR nachweisbar sein, stellt sich schlieRlich die Frage nach

der klinischen Relevanz dessen. Es wird daher jeweils untersucht:

Gibt es einen Zusammenhang zwischen klinischen Daten und autonomer
Aktivitat bzw. B2AR-Polymorphismen bei RA-Patienten?

Das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit ist es, die Aktivitdt des autonomen Nervensystems in
Ruhe und unter Stresseinwirkung sowie die B2ARs, als Teil des ANS, bei RA-Patienten

genauer zu charakterisieren.



2. Materialien und Methoden

2.1 Studiendesign

Die vorliegende Untersuchung wurde als prospektive, kontrollierte, monozentrische Studie
durchgeflhrt.

Im Langsschnitt sollten Ergebnisse einer Herzratenvariabilitdtsmessung (HRV) bei Patienten

mit RA in Ruhe mit denen unter definierten Stressbedingungen verglichen werden.

In einer Querschnittuntersuchung sollten die mittels HRV- und sympatthetic skin response
(SSR)-Test ermittelten Ergebnisse zur Funktionsweise des ANS sowie die mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) und Gelelektrophorese untersuchten Polymorphismen des

Gens fiur B2ARs mit den Daten von Osteoarthrose (OA)-Patienten verglichen werden.

Um nahere Einblicke in die Funktion des ANS bei Patienten mit RA zu erhalten, sollte des
Weiteren untersucht werden, ob eventuelle Dysfunktionen im Zusammenhang mit pro-
inflammatorischen Auswirkungen auf die Krankheit stehen kdnnten. Dazu wurden die RA-
Patienten in Untergruppen unterteilt. Es wurde nach Zusammenhangen zwischen den
neurologischen und klinischen Daten gesucht, welche die individuelle Krankheitsaktivitat

charakterisieren (z.B. Entzindungswerte).

Wenn sich zwischen Patienten- und Kontrollgruppe ein vermuteter Unterschied im
Genbereich der B2AR ergeben wurde, sollte weiter gezielt nach Zusammenhangen zu den
neurologischen Messwerten und der damit verbundenen Verknipfung von ANS und

Immunsystem gesucht werden.



2.2 Verzeichnis der verwendeten Materialien und das

Untersuchungskollektiv

2.2.1 Materialien und Gerate im Labor

2.2.1.1 Laborgerite

Elektrophoresekammer
Gefrierschranke (-20°C)
Gefrierschranke (-80°C)
Geldokumentationsgerat
Gel-Dryer

Inkubator

Mikrowelle

PCR-Gerat

Prazisionswaage
Stromversorgungsgerate PowerPack300
Tischwaage

Tischzentrifuge ,Biofuge pico*
Zentrifuge

2.2.1.2 Standardmaterialien

Handschuhe

Pipetten

Reaktionsgefalle (RNAse-, DNAse-frei)
Pipettenspitzen

Tubes MicroAmp®

96-Well-Platte

2.2.1.3 Chemikalien und

Losungen

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Liebherr, Rostock

Jouan, St. Herblain, Frankreich

Biozym Scientific GmbH, Oldenburg
Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach
Bosch, Gerlingen-Schillerhéhe
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Sartorius AG, Goéttingen

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Gottl.Kern und Sohn GmbH, Albstadt
Kendro Laboratory Products, Osterode
Kendro Laboratory Products, Osterode

Paul-Hartmann AG, Heidenheim
Eppendorf AG, Hamburg

Qiagen GmbH, Hilden

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Applied BioSystems, Foster City, USA
Sarstedt Inc., Newton,USA

fur molekularbiologische

proteinbiochemische Methoden

Agarose (Biozym®LE Agarose)

Biotym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf

AmpliTag® DNA Polymerase (250 Units, Applied Biosystems, New Jersey, USA

5U/ pymol)
Aqua bidest fur Molekularbiologie
Betaine Lésung (5M)

Molekularwasser Eppendorf, Hamburg

und

Sigma® Life Science Saint Louis, Missouri, USA



dNTPs(dATP, dCTP, dGTP, dTTP; je
40pmol)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethanol

Gel Red Nucleid Acid Gel Stain
Kalziumchlorid

Ladepuffer: Blue/ Orange 6x loading dye
Methanol

Magnesiumchlorid

Natriumacetat

Natriumchlorid

PCR-Langenstandard

PCR-Puffer (10 x ohne MgCl2)
PCR-Primer:

Phenol
Salzsaure
Tris

Triton X-100

Lésungen:
Lysis-Puffer, pH 7.4

0,25 M Saccharose

10 mM Tris- HCL pH 7,4
2 mM CaCl2

30 mM NacCl

0,1 % Triton X-100

Proteinase K-Puffer

4mg Proteinase K in 4ml Suspensions-

puffer

Sucrose-Puffer, pH 7.4
0,32 M Saccharose

10 mM Tris

5 mM MgCl2

1 % Triton X-100

Promega, Madison, Wisconsin, USA

Merck KG, Darmstadt

VWR International, Darmstadt
Biotium, Hayward

Sigma-Aldrich, Minchen

Promega, Madison, Wisconsin, USA
Merck KG, Darmstadt

Applied Biosystems, New Jersey, USA
Merck KG, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt
Promega, Madison, Wisconsin, USA
Applied Biosystems, New Jersey, USA
Bio Tez, Berlin

detailliert in ,,Durchfliihrung der PCR*
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KG, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

Serva, Heidelberg



Suspensionspuffer, pH 8,0
10 mM Tris

2 mM EDTA

10 mM NaCl

TAE-Puffer 25x

121 g Tris

28,6 ml Eisessig

18,6 g Na2EDTA-2H20

Der Puffer wurde auf einen pH-Wert von 8,5 eingestellt und mit Wasser auf 1000 ml auf-

gefullt.

TE-Puffer

1,21 g Tris

0,37 g EDTA

Der Puffer wurde auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt und mit Wasser auf 1000 ml auf-

gefullt.

2.2.2 Gerate in der neurologischen Ambulanz

Computerprogramm zur Auswertung der Viasys, Health Care, Excellence for Life, USA
,sympathetic skin response” (SSR)

Computerprogarmm zur Auswertung der Proscicard 1ll/ Version 2.2a, Medi-Systems
Herzratenvariabilitat (HRV): GmbH, Deutschland

2.2.3 Software zur Analyse und Auswertung von Daten

Excel® Microsoft® GmbH, UnterschleiRheim
GraphPad Prism GraphPad Software, Inc, California, USA
OpenOffice.org Writer Sun Microsystems, Inc., USA

Power Point Microsoft® GmbH, UnterschleiRheim

SigmaStat® SPSS GmbH Minchen



2.2.4 Untersuchungskollektiv

2.2.4.1 Patientenkollektiv

Als Patientenkollektiv dienten Patienten mit RA nach den Richtlinien des American College of
Rheumatology (ACR) (Arnett et al. 1988), welche regelmaRig zu Kontrolluntersuchungen in
der rheumatologischen Ambulanz der Inneren Klinik [I/ Rheumatologie des
Universitatsklinikums Leipzig erscheinen. Sie wurden ausfuhrlich Uber Anlass, Inhalt, Umfang
und Risiken der Studie informiert. Nach freiwilliger Entscheidung zur Teilnahme und
Einverstandniserklarung, sowie der Aufklarung darlber, dass die Studie jederzeit
abgebrochen werden kann, wurden die Patienten durch den Ambulanzarzt ausfihrlich
kérperlich untersucht und auf folgende Ein- und Ausschlusskriterien hin gepruft bzw. Uber die

Verhaltensregelungen fir die Untersuchung aufgeklart:

Einschlusskriterien:

1. Weibliche und mannliche Patientin mit RA entsprechend der Diagnoserichtlinien des
ACR von 1987 (Arnett et al. 1988):

Diagnosekriterien des American College of Rheumatology:
1. Morgensteifigkeit der Hdnde von mind. 1 h Dauer

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

3. Arthritis der Hand- oder Fingergelenke: Schmerzen + Schwellung
von Handwurzelgelenken, proximalen Interphalangealgelenken
oder Metacarpophalangealgelenken

4, Symmetrische Arthritis: gleichzeitiger Befall desselben Gelenk-
bereiches beider Kérperhalften

5. Rheumaknoten: Subkutane Knoten Gber Knochenvorspriingen
oder Extensorflachen oder im juxtaartikularen Bereich
6. Nachweis von Rheumafaktoren im Serum

7. Typische Rontgenveranderungen der Hande: Gelenknahe
Osteoporose und/oder Erosionen

Ein Patient hat eine RA, wenn er 4 von 7 Kriterien erfullt. Kriterien 1- 4

Mussen fur mindestens 6 Wochen vorliegen.

2. Keine Einnahme von trizyklischen Antidepressiva
3. Die Behandlung mit Benzodiazepinen vor den Untersuchungen wurde erlaubt, wenn
ein Verzicht innerhalb der letzten 24 Stunden vor Beginn der Ausgangsuntersuchung

eingehalten wurde.

4. Rauchverbot fur 3 Stunden vor den Untersuchungen
5. Durchfiihrung der Untersuchungen zwischen 13.00 Uhr und 14.00 Uhr



Ausschlusskriterien:

1. Kardiovaskuldre  Erkrankung, insbesondere Herzinsuffizienz, Herzrhythmus-

stérungen, langjahrige Hypertonie, Herzklappenfehler oder kongenitale Herzfehler

2. Pulmonale Erkrankung, einhergehend mit chronisch obstruktiven oder restriktiven

Funktionsstorungen
3. Endokrinologische Erkrankung, welche mit neurologischen Symptomen einhergeht
4. Psychiatrische Erkrankung, welche mit autonomen Regulationsstérungen einhergeht

5. Schwere Nieren- und Lebererkrankung, Leberzirrhose, aggressive oder chronisch

persistierende Hepatitis, Uramie

SchlieBlich bildeten 112 Patienten mit RA das Patientenkollektiv. lhr Alter lag zwischen 32
und 90 Jahren, im Mittel 62,8 + 11,21 Jahre. Es beteiligten sich 86 Frauen und 26 Manner.

2.2.4.2 Kontrollkollektiv

Das Kontrollkollektiv bildeten 48 Patienten mit Osteoarthrose. Die OA stellt ebenfalls eine
Gelenkerkrankung mit verschieden ausgepragter, sekundarer Entzindungskomponente dar.
Da dieser Krankheit aber eine eindeutig andere Atiologie zu Grunde liegt als der RA,
erschien sie als Kontrollgruppe geeignet. Per definitionem ist die primdre OA eine
degenerative Erkrankung, bei der eine ursdchliche mechanische Uber- oder Fehlbelastung
zu Storungen fihrt, die primar die Chondrozyten betrifft. Pathogenetisch spielt zum einen ein
Chrondrozytenschwund, also eine numerische Atrophie des Gelenkknorpels durch Apoptose
als Folge unphysiologischer Belastung eine Rolle. Zum anderen bilden die Chondrozyten im
Rahmen einer chodrozytdren Chondrolyse pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1 oder TNF-
a, welche die Abgabe von Matrixmetalloproteinasen und schlieRlich den Abbau der fur die
Knorperlelastizitat entscheidenden Proteoglykane bewirken. Erst sekundar konnen
Synovialitis oder subchondrale Knochenverdichtungen, als Zeichen der Reparatur kleiner
Knochenerosionen, auftreten (Riede 2004). Die RA hingegen ist, wie einleitend erlautert,
eine entziindlich-zellulédre Erkrankung, der primar eine abnorme humoral-zellulare

Immunantwort, eine Autoimmun-Krankheit zu Grunde liegt (Herold 2012).

Es wurden Patienten mit dem klinischen Bild der Fingerbeerarthrose in die Studie
aufgenommen. Zugrunde lagen die ACR-Kriterien fur Osteoarthrose der Hand (Altman et al.
1990):



ACR- Kriterien fiir Osteoarthrose der Hand

Schmerzen oder Steifigkeit der Hande und 3 oder 4 der folgenden
Charakteristika:

1. Harte Verdickung von 2 oder mehr von 10 ausgewahlten
Gelenken (2 und 3 distales Interphalangealgelenk, 2. und 3.
proximales Interphalangealgelenk, 1. Karpomatakarpalgelenk
von beiden Handen)

2. Harte Verdickung von 2 oder mehr distalen Interphalangeal-
gelenken

Weniger als 3 geschwollene MCP-Gelenke

4. Deformierung von mind. einem der 10 ausgewahlten Gelenke

Die in 2.3.3.1. genannten Ein- und Ausschlusskriterien sowie Verhaltensregeln fur RA-
Patienten galten auch fir diese Gruppe. Das Kollektiv wurde hinsichtlich Geschlecht und
Alter zum Patientenkollektiv gematcht. 40 Frauen und 8 Manner im Alter von 45 bis 86
Jahren, im Mittel 62,9 * 9,2 Jahre, wurden untersucht. Aufklarung und

Einverstandnisdokumentation erfolgten analog zum Patientenkollektiv.

2.2.4.3 gesunde Kontrollen fur die genetischen Untersuchungen

Um eine bessere Aussagekraft durch ein gréReres Untersuchungskollektiv zu erreichen,
wurde fur die genetischen Untersuchungen auf im Labor der Rheumatologischen Abteilung
der Universitatsklinik gelagerte DNA-Proben von 305 weiteren, gesunden Kontrollen
zurtckgegriffen. Deren [-Rezeptor-Gen-Polymorphismen waren fir eine frihere
Untersuchung bereits bestimmt und in den Datenbanken gespeichert worden. Eine

Einverstandniserklarung lag auch hier jeweils vor.

2.2.4.4 Ethik

Das positive Votum der Ethikkommission (N 042/2005 vom 20.05.2005) lag vor Beginn der

Untersuchungen vor.



2.3 Datenerhebung

2.3.1 Ablauf der Untersuchungen

Im Zeitraum von Oktober 2008 bis Oktober 2011 wurden potentiell fur die Studie geeignete
Patienten von den internistischen Arzten der rheumatologischen Ambulanz auf Diagnose,
Ein- und Ausschlusskriterien hin untersucht. Fur die Studie geeignete und an der Teilnahme

interessierte Patienten durchliefen folgende Stationen (Abb. 3):

Ambulanz
- Ein- und Ausschlusskriterien

- klinische Daten

Neurologische

Funktionsdiagnostik
-Sympathetic skin response
-Herzratenvariabilitat

Labor
-DNS- Isolation, PCR

1st Qtr 2nd Qtr 3rd Qtr

Abb. 3: Ablauf der Datenerhebung, Foto: Thiemes Innere Medizin, Thieme Verlag Stuttgard 1999

2.3.2 Ambulanz: Anamnese und klinische Daten

Von allen Patienten wurden die im Folgenden aufgefihrten Daten ermittelt, um den Status
der Krankheit beim einzelnen Patienten einschatzen und spater im Zusammenhang zu

genetischen und neurologischen Daten untersuchen zu kénnen:

2.3.2.1 klinische Tests zur Ermittlung der aktuellen Krankheitsaktivitat

— Disease Activity Score (DAS 28)

Der Disease Activity Score ist ein von der European League against rheumatism (EULAR)

entwickeltes und validiertes System zur quantitativen Beurteilung der Krankheitsaktivitat bei



RA. Es dient sowohl zur Patientenbetreuung, als auch zur Forschung. 1983 wurde das
Verfahren als DAS 44 entwickelt, wobei 44 Gelenke die Grundlage der Beurteilung bildeten.
Im weiterentwickelten Modell des auch in dieser Studie genutzten DAS 28 genligen 28

definierte Gelenke (van Prevoo et al. 1995). Folgende Punkte wurden erfasst:
— Anzahl druckschmerzhafter (0-28) sowie Anzahl geschwollener Gelenke (0-28)
— CRP (,DAS-CRP* reagiert schnell auf kurzfristige Veranderungen (Wells et al. 2009))
— Patientenurteil zur Krankheitsaktivitat

Das Ergebnis bildete ein Punktwert von 0-10, wobei folgende Beurteilung erfolgte:

Tabelle 1: Bedeutung der Punktwerte des DAS fiir RA- Patienten

<2,6 Remission

2,6- 3,2 Niedrige Krankheitsaktivitat

>3,2-5,1 Mittlere Krankheitsaktivitat

>51 Hohe bis sehr hohe
Krankheitsaktivitat

Dabei erleichterte der standardisierte Erhebungsbogen von Herrn Dr. med. Emmerich/

Rheumaklinik Berlin-Buch die Datenerfassung.

— Health Assessment Questionnaire (HAQ)

Der HAQ ist ein validierter Fragebogen zur Erfassung der Behinderung durch entzindlich-
rheumatische Erkrankungen und dient der Messung der Funktionskapazitat bei RA. Er wurde
1980 erstmals publiziert und seitdem in verschiedenen regionalen Varianten weiterentwickelt
(Fries et al. 1980), (Pincus 1983), (Kirwan 1986).

Die Patienten bewerteten hierbei selbst, ob sie alltagliche Tatigkeiten ohne Schwierigkeiten,
mit leichten Schwierigkeiten, mit groRen Schwierigkeiten oder gar nicht ausfuhren konnen.
Dabei wurden die Tatigkeitsbereiche Anziehen und Kérperpflege, Aufstehen, Essen, Gehen,
Hygiene, nach etwas greifen, Greifen und Offnen, sowie andere Téatigkeiten (z.B. aus dem
Auto aussteigen) erfragt. Den vier Schwierigkeitsgraden wurden Zahlenwerte zugeordnet.
Aus den Mittelwerten des je Tatigkeit hochsten angegebenen Zahlenwertes errechnete sich
der sogenannte HAQ-Behinderungsindex, welcher zwischen den Patienten, in Relation zum

Median, verglichen wurde.



2.3.2.2 radiologischer Status

Das Rodntgenstadium wurde nach dem 1974 von Larsen entwickelten, 1995 durch ihn und
Scott modifizierten und von EULAR empfohlenen Larsen-Score ermittelt (Larsen 1975),
(Larsen 1995), (Scott et al. 1995), (Tuulikki 2008). Es werden folgende Stadien
unterschieden (um dem genauen radiologischen Wortlaut zu entsprechen, wurde auf eine

deutsche Ubersetzung verzichtet):

Tabelle 2: D.L. Scott’s Modifikationen zu Larsens Scoring System (Scott et al. 1995)

Grade | a- Only score 1 for periarticular osteoporosis/ joint swelling if these are
major features

b- if suggested erosions/ cysts at two sites in joint are less than 1 mm,
score 1

Grade Il Score 2 if one ore more erosions greater than 1 mm are present with a

break in the cortical margin

Grade Il Score 3 if erosions at both sides of joint are of significant size with

preservation of some joint surface

Grade IV Score 4 if subluxation is present

2.3.2.3 Laborwerte

Es wurden von allen Patienten Anti-CCP-AK, RF sowie CRP erfasst.

2.3.2.4 aktuelle Therapie

Aulerdem wurde dokumentiert, ob die Patienten aktuell mit low dose Prednisolon, mit
diesease modifying anti rheumatic drugs (DMARDs) und/ oder Anti-TNF-Therapie behandelt

wurden.

2.3.3 Labor: genetische Daten

Von allen Patienten wurden die Gen-Polymorphismen der B2ARs ermittelt.

2.3.3.1 DNA-Isolation

Mittels eines standardisierten Vitamin-K-Verdaus, sowie der etablierten Phenol-Chloroform-
Methode wurde genomische DNA aus EDTA-Blut-Leukozyten extrahiert. Die gewahlte

Methode ist Uber lange Jahre im rheumatologischen Labor der Universitat als zuverlassig



erprobt.

Aus Monovetten mit 10 ml EDTA-Blut wurden in einem ersten Schritt die Leukozyten isoliert,
um die Zellkern- und damit DNA-losen Erythrozyten und andere stérende Elemente, wie z.B.

Ham, was die PCR-Reaktion hemmen kann, zu entfernen.

Dazu wurde das Blut in der Monovette mit Sucrose-Puffer (0,32 M Saccharose, 10 mM Tris-
HCL pH 74, 5 mM MgCP? 1 % Triton X-100, Aqua dest.) vermischt, bei 2100
Umdrehungen/Min fir 10 Min bei 4 °C zentrifugiert, anschlieRend der Uberstand verworfen,
das verbleibende Sediment erneut mit Sucrose-Puffer resuspendiert und vermischt und
wieder bei gleichen Einstellungen zentrifugiert. Gleiches (Uberstand, Puffer, Zentrifuge)
anschlielend noch einmal. Nach der dritten Zentrifugation wurde das Uberbleibende
Sediment nun in Lysis-Puffer (0,25 M Saccharose, 10mM Tris-HCL pH 7,4, 2mM CaClI?, 30
mM NacCl, 0,1 % Triton X-100, Aqua dest.) resuspendiert, die Monovette damit aufgefullt und

so fur 10 Min im Kihlschrank inkubiert.

Danach wurde erneut bei 2100 Umdrehungen/Min und 4°C fir 10 Min zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Zellsediment nun in 800 ul Suspensionspuffer (10 mM Tris-
HCL pH 8,0, 2 mM EDTA pH 8,0, 10 mM NaCl, Aqua dest.) resuspendiert. Anschliel3end
wurden 200 pl Proteinase-K-Lysispuffer (4mg Proteinase K plus 4 ml Suspensionspuffer)

hinzugegeben und alles Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

SchlieRlich wurde die DNA mit klassischer Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigt.
Dafir wurden 0,5 ml 5 M NaCl- Lésung zur DNA-L&sung hinzugegeben. AnschlieRend wurde
2-3 Mal folgender Ablauf wiederholt:1 ml Phenol wurde hinzugegeben, bis eine weille
milchige Flussigkeit entstand, unter Schutteln 10 Min bei Raumtemperatur inkubiert,
anschlieBend bei 4000-4800 Umdrehungen/Min fiir 10 Min bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Der Uberstand wurde, unter Vermeidung der weilen Interphase, in ein neues GefaR

ubernommen.

Zur Konzentration der DNA, sowie um noch stdérende Salze und Reste von Phenol und

anderen organischen Losungsmitteln zu entfernen, wurde die Alkoholfallung durchgefuhrt.

Zur Nukleinsdurelésung wurden 0,1 ml 3M Natriumacetat-Lésung, pH 5,2,
(Endkonzentration in der DNA-L6sung 0,3 M) hinzugegeben und anschlieBend mit 2 ml
absolutem Athanol Ubergossen. Um die Ausbeute an DNA zu erhdhen, wurde Athanol mit
einer Temperatur von ca —30°C verwendet. Nach mehrmaligem vorsichtigen Kippen des
GefalRes bildete sich der DNA-Faden, ein medusenartiges, wolkiges Gebilde, das beim
Kippen langsam kompakter wird. Der DNA-Faden wurde in ein steriles, mit 1 ml 80 % igem
Athanol gefiilltes Eppendorfgefa® (berfiihrt, bei 7000 Umdrehungen/Min fiir 3 Min

zentrifugiert, der Uberstand verworfen und noch einmal zentrifugiert. Nachdem so auch letzte



Reste von Salz oder Phenol entfernt waren und der DNA-Faden weil3 und deutlich kleiner zu
sehen war, wurde die gesamte Flussigkeit entfernt, das Sediment an der Luft bei
Raumtemperatur getrocknet und abschliefend in 200 pl TE-Puffer zur Lésung gebracht.
Letzteres bendtigt ca.1-2 Tage Zeit. (Muhlhardt 2009).

2.3.3.2 PCR

— Das Prinzip

PCR steht fur Polymerase Chain Reaction und wurde 1987 vom spéateren Nobel-Preistrager
Kary B. Mullis entwickelt (Mullis 1987). Es ist ein Verfahren zur Amplifikation einer

spezifischen Sequenz eines DNA-Doppelstranges.

Durch Erhitzen des Stranges auf 94°C wird dieser im ersten Schritt denaturiert. Schnelles
Abkulhlen auf z.B. 55°C verhindert im zweiten Schritt, dass sich die komplementaren Strénge
wieder aneinanderlagern kénnen. Sie stehen nun als Matrize zur Verfliigung. An die 3'-Enden
der zu ihnen komplementaren Sequenzen der Einzelstrange lagern sich bereits
hinzugegebene, aus 15-25 Basen bestehende Oligonukleotide, sog. Primer, an. Die fur diese
Anlagerung, auch annealing, nétige Temperatur ist Primer-spezifisch. In einem dritten Schritt
wird die Temperatur wieder auf 72 °C erhdht, um unspezifische Anlagerungen zu vermeiden.
Diese Temperatur entspricht gleichzeitig dem Temperaturoptimum der sich ebenfalls in der
Loésung befindlichen thermostabilen DNA-Polymerase-| (Tag-Polymerase aus Thermophilus
aquaticus). Des weiteren befinden sich Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs) in der Lésung.
Die Polymerase kann nun an den Primern ansetzen, von hier aus den Einzelstrang in 3'-5'
Richtung ablesen und gleichzeitig aus den dNTPs einen komplementaren Strang in 5'-3'
Richtung synthetisieren. Durch Wiederholung der beschriebenen Zyklusschritte wird eine
logarithmische Zunahme der DNA-Abschnitte erreicht: nach 25 Zyklen ist die Zielsequenz

auf das etwa 10’-fache amplifiziert.
— Die Durchfiihrung

Die PCR und anschlieende Gelelektrophorese dienten der Prifung der drei Gen-
Polymorphismen der B2ARs, welche zu einer Veranderung der daraus folgenden
Aminosaure-Sequenz fihren (auf Position bzw. Codon 16 — Nukleotid 46 — flihrt zu Arg
oder Gly; Codon 27 — Nukleotid 79 — flhrt zu Gln oder Glu; Codon 164 — Nukleotid 491 —
fuhrt zu Thr oder lleu). Dabei ging es ausschlieBlich darum, zu erkennen, ob diese
Polymorphismen beim jeweiligen Patienten vorhanden sind oder nicht. Es wurden flr jeden
Polymorphismus eine Allel-spezifische PCR verwendet (Xu et al 2000), (Malysheva et al.
2008). Die jeweiligen Primer-Stammldésungen wurden 1:5 zu Gebrauchslésungen verdinnt

und dann die folgende Mixtur angesetzt:



10 x PCR-Puffer — 2,5 ul

MgCl — 5 yl (mit Primer fur Arg, Glu); 12 pl (Primer fir Gly);
10 pl (Primer fur GIn, Thr, lleu)

dNTP — 4 ul

Aqua destillata — 27,7 ul ( Primer flr Arg, Glu); 20,7 ul ( Primer fur Gly);
22,7 ul (Primer fir Gln, Thr, lleu)

Betaine — 5ul

sense-Primer — 1l

anti-sense-Primer — 1l

Tag-Polymerase — 0,1 ul

Die Tag-Polymerase wurde erst unmittelbar vor Verwendung der Mixtur hinzugegeben und
dann alles gevortext. 1 ul der DNA wurde pro Well der PCR-Platte vorgelegt, 49 ul der Mixtur
hinzu gegeben und der Ansatz gut gemischt. Die Module der PCR-Platte wurden mit ihren
Deckeln verschlossen und in den Thermocycler gesetzt, wo sie unten beschriebene
Schemata durchliefen. Bei allen Varianten startete die PCR-Reaktion mit 5 Min 94°C
Denaturierung und endete mit 5 Min. 72°C Verlangerung. Die dazwischen geschalteten
Zyklen wurden den Primern fiir die einzelnen Polymorphismen angepasst. Bis zur Entnahme

waren 4°C eingestellt. Folgende Primerpaare und Temperaturzyklen fanden Anwendung:

a) Arg auf Codon 16

Das Primerpaar 5 - CTTCTTGCTGGCACCCAATA - 3' (sense) und 5'-
CCAATTTAGGAGGATGTAAACTTC - 3' (anti-sense) wurde verwendet. Es liefen 35
Temperaturzyklen mit je 45 Sek. 94°C, 45 Sek. 59°C und 1 Min. 72°C. Fir Codon 16 war das
generierte PCR-Produkt unter diesen Bedingungen 913 bp grof.

b) Gly auf Codon 16

Das Primerpaar aus 5' — CTTCTTGCTGGCACCCAATG — 3' ( sense) und anit-sense wie bei
Arg fand Anwendung. Es liefen 34 Zyklen mit je 45 Sek. 94°C, 45 Sek. 60°C und 1 Min.
72°C. Das PCR-Produkt war 913 bp groR3.

c) GIn oder Glu auf Codon 27

Die Primerpaare waren 5' — GGACCACGACGTCACGCAGC - 3' (sense fur GIn), bzw. 5' —
GCACCACGACGTCACGCAGG - 3' (sense fir Glu) und 5' — ACAATCCACACCATCAGAAT
— 3' (anti- sense). Der initialen Denaturation folgten 35 Zyklen mit je 30 Sek. 94°C, 45 Sek
62°C, 45 Sek. 72°C. Das generierte PCR-Produkt hatte eine molekulare Grofe von 442 bp.

d) Thr oder lleu auf Codon 164

Die Primerpaare 5' - TGGATTGTGTCAGGCCTTAC — 3' ( sense fur Thr), bzw.



5 — TGGATTGTGTCAGGCCTTAT — 3' ( sense fur lleu) und 5' — CACAGCAGTTTTCTTT - 3'
(anti-sense) wurden verwendet. Die spezifische Temperaturlaufzeit beinhaltete 29 Zyklen mit
je 30 Sek. 94°C, 45 Sek. 59°C, 45 Sek. 72°C. Das PCR-Produkt war 662 bp grof.

2.3.3.3 Gelelektrophorese

— Das Prinzip

Die Gelelektrophorese ist eine Methode DNA-Fragmente zwischen 0,1 und 30 kb Lange
voneinander zu trennen bzw. zu identifizieren. Das Prinzip beruht auf der Auftrennung
geladener Molekile in einem elektrischen Feld. Das elektro-neutrale Agarosegel stellt das
Tragermaterial dar. Aufgrund der negativen Ladung wandert die DNA in Richtung Kathode,
wobei der Trennbereich der einzelnen DNA-Fragmente von der Porengréfde und damit von
der Konzentration des Agarosegels abhangig ist. Der Auftrennbereich linearer dsDNA liegt in
einem 2%igen Gel zwischen 0,1 und 2 kb (Muhlhardt 2009).

— Die Durchfiihrung

Zur Herstellung des 2%tigen Trager-Gels wurden zu 230 ml 1x TAE-Puffer, der mit Aqua
dest. aus seiner 25-fachen Stammlésung hergestellt worden war, 4,6 g Agarose-Gel-Pulver
hinzugegeben. Das Gemisch wurde fur 3 Min in der Mikrowelle gekocht, auf 60°C abgekuhlt
und unter Schwenken mit 5 uyl GelRed versetzt. Dieser unter UV-Licht fluoreszierende
Farbstoff diente der spateren Visualisierung der DNA-Molekule. Das Gel wurde dann in eine
Elektrophoresekammer geflillt und abgekihlt. Durch vorheriges Einsetzen eines Taschen-
Kammes und Entfernen storender Luftblaschen mit einer Pipettenspitze bildete sich ein
glattes Gel mit Taschen fir das PCR-Produkt. Nach dem Entfernen des Taschenkammes
wurde die Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer aufgeflillt bis das Gel bedeckt war. 15 pl
PCR-Produkt wurden mit 2 pl Ladepuffer gemischt und auf das Gel aufgetragen. Die erste
Tasche wurde mit einem Marker plus Ladepuffer befiillt, um die GroRRe der spater sichtbaren
DNA-Fragmente zuordnen zu kénnen. Bei 200 V und 400 mA wurde die Elektrophorese flir
25 Min durchgefuhrt. Abschlieend wurde die DNA auf dem Transilluminator unter UV-Licht

sichtbar gemacht und das Bild zur Dokumentation gespeichert und ausgedruckt.

2.3.4 Neurologische Daten

2.3.4.1 Sympathetic skin response (SSR)
— Das Prinzip

Das Testen der sympathischen Hautantwort (SSR) stellt eine einfache, nicht-invasive, schnell



und mit gewdhnlichem neurologischen Equipment zu verwirklichende Methode dar, um die
Funktion des ANS zu quantifizieren. Erstmals beschrieben wurde die SSR 1980 durch
Tarchanoff (Tarchanoff 1980). Shahani et al. beschrieben 1984 die Anwendung in der
klinischen Neurophysiologie (Shahani et al. 1984). Seither fand der Test u.a. Anwendung bei
Patienten mit Hyperhidrose (Manca et al. 2000), peripheren Neuropathien (Shahani et al.
1984), Depression (Boettger et al.) und in bisher sehr wenigen Studien fir die RA (Gozke et
al. 2003). Verschiedene emotionale und sensorische Reize kdnnen beim gesunden
Menschen das sympathisch-sudomotorische System aktivieren. Das Erfolgsorgan der
sympathischen Fasern bilden die Schweil3driisen, deren Stimulation zu einer
vorubergehenden Potentialveranderung der Hautoberflache und einer Verminderung des
Hautwiderstandes flihren. Die Latenzzeit dieser Hautantwort setzt sich dabei aus der
reizabhangigen afferenten Leitungszeit, der zentralen Verarbeitungszeit und der efferenten

Leitungszeit zusammen (Vetrugno et al. 2003).
— Die Durchfiihrung

Die Untersuchung erfolgte durch geschulte medizintechnische Assistentinnen der
neurologischen Abteilung des Universitatsklinikums beim wachen, ruhig atmenden,
liegenden Patienten. Da die SSR-Messung durch Stdrfaktoren beeintrachtigt werden kann
(Vetrugno et al. 2003), wurden folgende Punkte beachtet: Die Raumtemperatur wurde
konstant bei 21°C gehalten (Vetrugno et al. 2003). Um die Hauttemperatur der Hande Uber
29°C und die der Fule Uber 28°C zu sichern, wurden Hande und Fuf3e durch Reiben mit
Sandpapier aufgewarmt, was gleichzeitig der Absenkung des Hautwiderstandes diente
(Fujimori et al. 1956). Um einer Beeinflussung durch circardiane Rhythmik (Brasil-Neto et al.
1998) entgegen zu wirken, fanden sich die Patienten ausschlieBlich zwischen 13 und 14 Uhr
in der Funktionsabteilung ein. Nachdem der Patient 10 Min liegend zur Ruhe gekommen war,
wurde er darlber aufgeklart, bei den folgenden Reizen méglichst entspannt zu bleiben. Dann
wurden die Patienten mehrmals unerwartet (um dem Storfaktor Habituation entgegen zu
wirken) mit einem Stromimpuls von 15-30 mA Uber 0,2 ms an der Stirn gereizt und die
Hautpotentiale der Hand- bzw. FuBinnenflachen, sowie den jeweiligen Aulenseiten

gemessen (Abb. 4).

Abb. 4: Ableitung der sympathischen Hautantwort (SSR) von Hand und Fu



Die Ergebnisse wurden dabei vom Computer-Programm Synergy von Viasys, Health Care,
Excellence for Life aufgezeichnet, Potentiale mit der kirzesten Latenz und der hdchsten
Amplitude durch das Programm zur Beurteilung ausgewahlt, zur Dokumentation gespeichert
und ausgedruckt. Die Daten wurden spater in eine Exceltabelle Gbertragen und beziiglich
Vorhandensein der sympathischen Hautantwort, Latenzzeiten und Median der

Amplitudenhéhen ausgewertet (Abb. 5).

Abb. 5: Sympathische Hautantwort der Hande; oben: rechte Hand; unten: linke Hand. Der parallele
Verlauf beider Potentiale spricht fir normale Ergebnisse mit geringer Seitendifferenz; SSR=
Latenzzeit; A1/A2= Max/ Min in den Amplituden; Lange der Latenzen, Median der Amplitudenhdhen
und Seitendifferenzen wurden ausgewertet und mit Normwerten verglichen. Ausschlaggebendes

Kriterium war die absolute Anwesenheit der Antwort. Fehlende Antworten sind pathologisch.

2.3.4.2 Herzratenvariabilitat (HRV)

— Messmethoden und -werte

Die Herzfrequenz unterliegt physiologischer Weise standiger Variation durch verschiedene
oszillierende Rhythmen. Mit Hilfe des ANS wird sie z.B. mit der Atemfrequenz synchronisiert
(Zunahme der Herzfrequenz bei Inspiration, Abnahme bei Expiration= respiratorische
Sinusarrythmie) oder rhythmischen Fluktuationen der Blutdruckregulation angeglichen. Eine
grol’e Rolle spielt die Tag-Nacht-Rhythmik. Auch Sport und Emotionen kénnen Einfluss
haben. So entsteht ein von Schlag zu Schlag verandertes Zeitintervall, welches stets den

zentralen und peripheren Anforderungen angepasst ist (Abb. 6).
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Abb.6: Dargestellt ist die Variabilitat der Herzfrequenz [bpm= Schlage/ Minute] Uber die Zeit.

Seit der ersten grol3 angelegten Studie von Kleiger 1978 fand die Herzratenvariabilitats-
Analyse Eingang in die klinische Forschung (Kleiger et al. 1978). Heute gehort die moderne
EKG- und Computer-gestitzte HRV-Messung zur Routinediagnostik, wenn die Annahme
einer autonomen Funktionsstorung besteht. Die HRV-Messung gilt als ein non-invasives,
durch Festlegungen einer Task Force 1996 standardisiertes, validiertes und reproduzierbares
Verfahren zur Messung autonomer Funktionsparameter mit hoher Sensitivitat und Spezifitat
(Task Force of the European Society of Cardiology and the North American Society of Pacing
and Electrophysiology 1996). Studien an RA-Patienten sind allerdings noch selten.

Durch reine Frequenzmessung kann nicht zwischen sympathischen und parasympathischen
Einflissen auf das Herz unterschieden werden. Die Herzfrequenz kdnnte sowohl durch
gesteigerte Sympathikus-, als auch durch erniedrigte Parasympathikus-Aktivitat zunehmen
(Akselrod et al. 1981), (Bigger et al. 1988). Die Besonderheit der modernen
computergestitzten Spektralanalyse der HRV-Messung ist daher, dass sie es tber komplexe
Rechnungen zur RR-Variabilitdt ermdglicht, sympathische und parasympathische Einfliisse
auf das Herz getrennt voneinander darzustellen. Damit erlaubt sie differenzierte Einblicke in

die Funktionsweise des ANS.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Herzaktivitat entsprechend den Empfehlungen der Task
Force (Task Force of the European Society of Cardiology and the North American Society of
Pacing and Electrophysiology 1996) Uber eine standardisierte Aufzeichnungslange von flnf
Minuten mittels 12-Kanal-EKG mit den Ableitungen nach Eindhoven und Goldgerber
aufgezeichnet. Zur Anwendung kam nach industriellen Standards kontrolliertes EKG-
Equipment. Das Computerprogramm Proscicard Ill/ Version 2.2a der Medi-Syst. GmbH,

Germany digitalisierte kontinuierlich das EKG, identifizierte die QRS-Komplexe nach den



Kriterien Steilheit, Anstiegszeit und Amplitudenhéhe und analysierte nach einer kurzen
Lernphase die um Extrasystolen und andere Fehler bereinigte Variabilitat der RR-Intervalle.
Diese technisch automatisierte Kontrolle der RR-Intervalle gilt heutzutage als zuverlassig
genug, um auf die in den Richtlinien der Task Force empfohlene manuell/ visuellle Kontrolle
verzichten zu kénnen (Nunan et al. 2010). Zur Analyse der Herzfrequenz, bzw. der
aufgezeichneten RR-Intervalle und ihrer Variationen standen dem Programm folgende
Messmethoden zur Verfigung, welche wiederum zur Berechnung verschiedener statistischer

Grofien genutzt wurden:

a) zeitbezogene Messungen, sog. time domain: Herzfrequenz und Intervalle zwischen

benachbarten normalen R-Zacken werden Uber die Aufzeichnungszeit gemessen und als
Funktion der Zeit ausgewertet. So konnten fur die Studie verschiedene Variablen erfasst

werden:

— einfache, direkt aus den Zeitintervallen berechnete Werte, wie mean RR-Intervall, die
mittlere Lange des Abstands von einer zur nachsten R-Zacke, also letztendlich die

mittlere Herzfrequenz
— statistisch berechnete Werte, wie

RMSSD (square root of the mean of the squares of successive RR interval
differences): Dieser Wert charakterisiert durchschnittliche Intervallveranderungen
zwischen den einzelnen Schldgen und damit Kurzzeitkomponenten der HRV (Kleiger
et al. 2005), (Task Force of the European Society of Cardiology and the North
American Society of Pacing and Electrophysiology 1996). Da die parasympathische
Nervenaktion schneller ist (<1 Sek.) als die sympathische (> 5 Sek.), reprasentieren
diese von-Schlag-zu-Schlag-Veranderungen den parasympathischen Schenkel.

(Nunan et al. 2010). Die Berechnung erfolgt nach der Formel (Gundersen 1977):

=

)
RMSSD = feads _'__.'_.___L(.R_R'r-.-_):l = CR=R.)

n

b) frequenzbezogene Messungen, soq. spectral analysis:/ freuquency domain: Sie wurden

seit den 1960ern entwickelt und sind besonders fur die Analyse von Kurzzeitmessungen
mittels 5-Min-EKG geeignet (Task Force of the European Society of Cardiology and the North
American Society of Pacing and Electrophysiology 1996). Sie dienen der Quantifizierung
zyklischer Fluktuationen der RR-Intervalle. In sog. Power-Spectral-Density-Analysen wird
gemessen, wie sich die Power (Varianz) als Funktion der Frequenz verteilt. Zur Berechnung

wurde in der vorliegenden Arbeit eine non-parametrische Methode verwendet. Mit Hilfe



dieser einfachen und schnellen Fast Furior Transformation wurde das frequenzbezogene
Gesamt-Powerspektrum erstellt, die Spektraldichte abgeleitet und die Integrale der

folgenden drei Frequenzbander berechnet.
— HF (high frequency): 0,15- 0,5 Hz.

Dieser Frequenzbereich spiegelt die respiratorische Sinusarrythmie wieder, welche
durch die efferenten Impulse auf den kardialen Vagus zustande kommen. Es konnte
gezeigt werden, dass experimentelle Vagusstimulation HF-Power steigert (Malliani et
al. 1991) Muscarinrezeptorblockade und Atropin I6scht sie fast vollstandig aus
(Akselrod 1981), (Pomeranz et al. 1985). Somit lassen sich Uber die HF-Messung

Aussagen zum parasympathischen Schenkel des ANS treffen.
— LF (low frequency): 0,04- 0,15 Hz

Zur Bedeutung der LF werden der lGberwiegende Einfluss des Sympathikus (Malliani
et al. 1991),(Montano et al. 1994) sowie ein gemeinsamer Einfluss von Sympathikus
und Parasympathikus diskutiert. Stehen senkt die HF, wahrend es die LF erhéht.
Beta-Blockade verhindert diesen Anstieg. Atropin aber beseitigt die LF-Spitzen. Es
wird angenommen, dass die LF Power durch den Baroreflex aus einer Kombination
von sympathischen und parasympathischen Efferenzen zum Sinusknoten beeinflusst
wird (Task Force of the European Society of Cardiology and the North American
Society of Pacing and Electrophysiology 1996). In der klinischen Forschung gilt der
Wert dennoch allgemeinhin als Vertreter des Sympathikus (Kleiger et al. 2005).

— LF/HF-Ratio

Dieser Quotient spiegelt die sympathisch-parasympathische Balance wieder (Task
Force of the European Society of Cardiology and the North American Society of

Pacing and Electrophysiology 1996).
— VLF (very low frequency): 0,003- 0,04 Hz

Die Bedeutung dieser Frequenzen ist bisher nicht gentugend geklart. Es werden
thermoregulatorische Steuerungsprozesse oder Einflisse des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems auf den Sinusknoten in Betracht gezogen. Klinische
Schlussfolgerungen sollten aber nicht aus diesen Werten gezogen werden (Task
Force of the European Society of Cardiology and the North American Society of

Pacing and Electrophysiology 1996).

Entsprechend den Empfehlungen der Task Force wurden alle Werte der Frequenz-Doméane

in absoluten Werten und zusatzlich in normalized units (nu) nach der Beispielformel:

LF nu = LF in Absolutwerten/ (total power TP- VLF) * 100 angegeben und ausgewertet.



Dadurch wurden stérende VLF-Werte ausgeklammert und die Balance von SNS und PNS
starker betont (Task Force 1996), (Montano et al. 2009).

c) Geometrische Methoden: RR-Intervall-Serien werden geometrisch dargestellt, z.B. als

mathematisch definierte Form des Dreiecks. Die Darstellungen werden zur Berechnung
daraus hervorgehender Parameter und so zur Einschatzung der Variabilitat mittels

mathematischer Formeln genutzt. In dieser Studie kam folgender Wert zur Anwendung:
— HRV-triangular-Index
Er bildet das Integral der Dichte-Verteilung aller RR-Intervalle geteilt durch das

Maximum der Dichteverteilung. Damit wird die Gesamt-Herzratenvariabilitat geschatzt

und gleichzeitig der Einfluss abweichender RR-Intervalle minimiert. Ein erniedrigter

HRV-Index gilt auch als starker Risikofaktor nach Herzinfarkt (Kleiger et al. 2005),
(Farrell et al.1991).

Powerdensity [bpm 2/Hz]
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Abb. 7: Exemplarische Darstellung eines HRV- Spektrums. Very low frequency (rot), low frequenvy

(grau) und high frequency (blau) kdnnen getrennt voneinander beurteilt werden.

— Die Durchfiihrung

Die HRV-Messungen wurden von geschulten medizintechnischen Assistentinnen der
Neurologischen Funktionsabteilung des Universitatsklinikums Leipzig durchgefihrt. Um die
Messung beeinflussende Stérfaktoren weitgehend auszuschliel3en, fand die Untersuchung
unter standardisierten Bedingungen in einem klimatisierten und schallgeschutzten Raum,
sowie zwischen 13 und 14 Uhr, um Einflissen durch die circardiane Rhythmik vorzubeugen,

statt. Die Patienten durften vor der Untersuchung noch kein Mittagessen zu sich nehmen und



nicht rauchen. Zu Beginn der Untersuchung erhielten die Patienten eine Einfihrung und
sollten nach Anlegen des EKGs in einer 10-minutigen Ruhephase liegend entspannen.
AnschlielRend wurden sie aufgefordert weiter entspannt zu liegen, normal zu atmen, sich
moglichst wenig zu bewegen, nicht zu sprechen und nicht einzuschlafen. Dann erfolgten in
festgelegter Reihenfolge die Messungen: zunachst in Ruhe und anschlieend wahrend
verschiedener Mandéver zur Stimulation des ANS. Bereits durch die grundlegende HRV-
Messung und die Unterscheidung einzelner Frequenzbereiche (siehe oben) ist es mdglich,
den Einfluss des Parasympathikus bzw des Sympathikus auf die gemessene Herzreaktion
zu differenzieren. Durch die einzelnen Manbéver sollte dann gezielt Stress auf einen der
beiden Schenkel oder auf beide gemeinsam ausgelibt werden, um die Reaktion des ANS auf
Stress fur die beiden Anteile differenziert beurteilen zu kénnen. Mentaler Stress diente dazu,
den einleitend beschriebenen Einfluss von psychologischem Stress auf die RA zu
untersuchen. Physische Tests, modifiziert nach der Testbatterie von Ewing und Clarke

(Ewing et al. 1986), dienten zur zusatzlichen Charakterisierung des ANS.

1) Ruhemessungen: Unter volligen Ruhebedingungen wurde, wie auch wahrend der

folgenden Mandéver, Uber finf Minuten das EKG aufgezeichnet und oben genannte
Werte erfasst.

2) Belastung durch mentalen Stress (MST: mentaler Stresstest): Die Patienten wurden

in gleicher Position wie zuvor dazu aufgefordert, in Gedanken von 700 an in 5er-
Schritten rlckwarts zu zahlen. Zur Kontrolle wurden Zwischenergebnisse erfragt.
Damit wurde die komplexe Situation von psychischen Stress nachgeahmt. Eine
Vielzahl von Studien haben gezeigt, dass der Test bei Gesunden zu einem Anstieg
von Adrenalin und Noradrenalin (Rostrup et al. 1993), (Schoder 2000) sowie erhdhter
Herzfrequenz fuhrt, was fur die vorrangige Aktivierung des Sympathikus spricht
(Al'Absi et al. 1997),(Kelsey et al. 2000), (Kelsey et al. 1999).

3) Belastung durch Orthostase-Test (Ewing-Test): Die Patienten wurden aufgefordert, so

schnell wie mdglich aufzustehen. AnschlieRend wurden vom Computer 50
Herzschlage aufgezeichnet und ausgewertet. Die physiologische Reaktion bei
Gesunden wirde zu einem Anstieg der Herzfrequenz. mit Maximum um den 15.
Schlag nach dem Aufstehen und anschlieBender overshoot-Bradykardie mit
Tiefstwert um den 30. Schlag fuhren. Zur Auswertung des Testes wurde daher der
Quotient aus maximalen RR-Intervall zwischen 21. und 45. Schlag (Bradykardie) und
minimalem RR-Intervall zwischen 5. und 25. Schlag (Tachykardie), die sog. 30:15
Ratio, gebildet. (30:715 Ratio = R- Rmax 21 bis 45/ R- Rmin 5 bis 25). Eine Ratio < 1,5
gilt als pathologisch. Hauptmodulator hierbei ist der Nervus vagus (Ewing et al.
1982).



4) Belastung durch forcierte Respiration (DBT: deep breathing test): Mit Hilfe eines sich

bewegenden Balkens auf dem Computer wurde den Patienten ein Rhythmus von 6
Atemzyklen pro Minute vorgegeben, der Frequenz, die zur hochsten Steigerung der
parasympathischen Kontrolle und HRV fihrt (Mackay et al. 1983). Da die HRV
wahrend des DBT durch Atropin ausgeldscht, durch Propranolol aber nicht beeinflusst
wird, sind die physiologischen Regulationsmechanismen durch den Parasympathikus
gesteuert. Reduktion oder Verlust der HRV sprechen fiir eine vagale Fehlfunktion
(Ewing et al. 1982). Es wurden zusatzlich zur Auswertung der Herzfrequenz und der
E:l-Ratio (E:l-Ratio = maximales RR-Intervall wahrend Expiration/minimales RR-
Intervall wahrend Inspiration), wie in der klassischen Ewing-Testbatterie, die RMSSD
und der HRV-Index analog zu den Ruhemessungen sowie der Variationskoeffizient
(VK= Standardabweichung von 150 artefaktfreien RR-Intervallen/durchschnittliche
Lange der RR-Intervalle) (Morguet et al. 1981) und die Mean Circular Resultant
(MCR) berechnet. Die Ermittlung Letzterer erfolgt mittels Vektoranalyse, wobei die
Verteilung der RR-Intervalle jedes Atemzyklus auf einer kreisformigen Zeitachse

aufgetragen und ausgewertet wird (Weinberg und Pfeifer 1984).

5) Belastung durch Valsalva-Mandver: Der Patient wurde aufgefordert, so stark wie

moglich gegen geschlossene Nase und Mund zu pressen und dies Uber eine vom
Computer vorgegebene Zeit durchzuhalten. In der ersten Phase des Pressens steigt
durch intrathorakalen und intraabdominalen Druck der Blutdruck, reflektorisch sinkt
Uber parasympathische Aktivitat die Herzfrequenz. In der zweiten Phase wahrend des
Pressens sinkt der Blutdruck bis zum Normwert, dann wird der Vagus gehemmt, der
Sympathikus steigert langsam die Herzfrequenz. Direkt nach dem Pressen kommt es
durch den mechanisch bedingten, plétzlichen Abfall des Blutdruckes zu
reflektorischen, Barorezeptor-vermittelten starken Anstieg der Herzfrequenz.
SchlieRlich steigt der Blutdruck Uber den urspringlichen Ruhewert hinaus
(overshoot). Der Parasympathikus reguliert dagegen, die Herzfrequenz sinkt wieder.
Durch dieses Mandéver lasst sich das feine Zusammenspiel zwischen beiden
Schenkeln des ANS beobachten. Eine Fehlfunktion liegt vor, wenn der Blutdruck nach
dem Pressen nicht sinkt und dann ohne ,overshoot® steigt oder sich die Herzfrequenz
nicht verandert und damit die HRV sinkt (Ewing et al. 1982). Nach Levin wird zur
Beurteilung der Valsalva-Quotient aus langstem RR-Intervall wahrend der Brady-
kardie nach Entspannung vom Pressen und kirzestem RR-Intervall der Tachykardie

beim Pressen berechnet: Valsava-Quotient = R-Rmax/R-Rmin (Levin AB. 1966).

Zur leichteren Nachvollziehbarkeit der Ergebnisse dieser Arbeit befindet sich im Anhang eine

vereinfachte Auflistung der einzelnen neurologischen Werte und ihrer Bedeutungen.



2.4 Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit Hilfe von SPSS 15.0 fiir Windows (SPSS Inc, Chicago, lllinois, USA)
sowie GraphPad Prism Version 5.02 fiir Windows (GraphPad Software, San Diego,
California, USA) analysiert.

Alle Variablen wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung geprift. Nicht
normalverteilte Werte der Frequenzdomane der HRV-Messungen wurden fir einige

Untersuchungen logarythmisch transformiert.

Fir die Untersuchung der HRV-Werte bei Patienten mit RA im Langsschnitt (Stress versus
Ruhe) wurde der t-Tests fur abhangige Variablen verwendet. Sobald mindestens ein

Datenset nicht normalverteilt war, fand der Wilcoxon-Test Anwendung.

Um im Querschnitt SSR- und HRV-Werte zwischen Gruppen (RA versus OA) zu vergleichen,
wurde der t-Test flr ungepaarte Stichproben verwendet. Fir nicht normalverteilte Daten
wurde der Man-Whitney-U-Test genutzt. Zum Vergleich von HRV-Werten in Stresstests
wurde zusatzlich eine logistische Regression mit der Diagnose als abhangiger Variable, dem
HRV-Wert des Stresstests als unabhangige Variable, sowie dem Wert in Ruhe als Kovariate
durchgefthrt, um den Einfluss des Ausgangswert zu berticksichtigen. Aul3erdem wurden zur
Veranschaulichung der Aktivierung des ANS im Verlauf von Ruhe zu Stress Differenzen
zwischen Stress- und Ausgangswerten der HRV-Messungen zwischen RA und OA

verglichen.

Fir den Vergleich der Pravalenz von Polymorphismen der 32-Rezeptoren oder quantitativer
HRV-Daten zwischen Gruppen, wurden Chi-Quadrat bzw. Fisher's Exakter-Test flr
kategoriale Daten verwendet sowie Odds-Ratio und 95% Konfidenzintervalle fir relatives

Risiko berechnet.

Starke und Richtung der Korrelation zwischen neurologischen und genetischen bzw.
klinischen Daten wurden beim Untersuchen des Zusammenhangs zweier metrischer Daten
mittels  Spearman-Korrelation fir nicht normalverteilte Daten sowie linearer
Regressionsanalyse berechnet. Fir die Beschreibung eines Zusammenhangs zwischen
metrischen und binaren Variablen (Risiko flir Gruppenzugehdrigkeit) wurde die logistische
Regressionsanalyse  durchgefiihrt. Zusatzlich fand eine multivariate logistische
Regressionsanalyse fir die Untersuchung des Zusammenhang neurologischer und klinischer
Daten Anwendung. Mittelwertvergleiche zwischen mehreren Gruppen (Gruppen mit
verschiedener Krankheitsaktivitdt oder verschiedenen Genpolymorphismen) wurden mittels
ANOVA, bzw. Kruskal-Wallis-Test fur nicht normalverteilte Werte durchgefiihrt.

Alle statistischen Tests galten auf einem Niveau von p = 0,05 als signifikant.



3. Ergebnisse

3.1 Klinische Charakterisierung der Patienten

In Tabelle 3 sind die klinischen Daten der Patientengruppe zusammengefasst.

Tabelle 3: Klinische Charakterisierung der Patienten mit RA

Patienten mit RA

n/ M+ SD %
Weiblich 86 76,8
Méannlich 26 23,2
Alter bei Untersuchung 62,8+ 11,2
Alter bei Beginn der Erkrankung 529+ 11,5
Krankheitsaktivitat/ Labor:
Roéntgenstadium:
O-Il (ohne Erosionen) 36 35,3
-1V (mit Erosionen) 76 64,7
Rheumafaktor positiv 78 75,7
Anti-CCP positiv 77 74,8
Seropositiv 90 84,9
CRP>5 39 36,4
DAS <2,6 24 27,3
DAS 2,6- 3,2 13 14,8
DAS 3,2- 5,1 41 46,6
DAS > 5,1 10 11,4
HAQ 1,47 + 0,86
Medikation:
DMARD-Therapie 88 83
Methotrexat (MTX) 74 69,8
Leflunomid (Arava)/ + MTX 4/ 3 3,8/2,8
Sulfasalazin/ + MTX 2/ 2 1,9/1,9
Hydrochloroquin (Quensyl) + MTX 1 0,9
Azathioprin 2 1,9
Anti-TNF-Therapie 14 13,2
Adalimumab (Humira) 8 7,5
Etanercept (Enbrel) 5 4,7
Certolizumab Pegol (Cimzia) 1 0,9
Abatacept (Orencia) 1 0,9
MTX + Anti-TNF 11 10,4

Low dose Prednisolon (<5 mq) 75 70,8




Die Gruppe setzte sich aus 76,8 % Frauen und 23,2 % Mannern zusammen, was der flr
Frauen allgemein hdéheren Pravalenz der RA entspricht. 112 Patienten nahmen teil. Von einer
Untergruppe mit 106 Patienten konnten Tests zur autonomen Funktion erfasst werden.
Genetische Daten gab es von 101 Patienten. Die statistische Auswertung zum
Zusammenhang aller Parameter erfolgte daher nur an der Gruppe mit beiden Daten. Das
Alter der Gruppe war mit 62,8 + 11,2 Jahren verhaltnismaRig hoch, was bei der Interpretation
der neurologischen Messdaten beachtet werden musste. Das Alter bei Erstdiagnose lag bei
52,9 + 11,5 Jahren. Bei 12 Patienten befand sich die Krankheit im Anfangsstadium
(Erstdiagnose innerhalb des letzten Jahres). 27,3% der Patienten befanden sich in
Remission, alle anderen zeigten leichte bis schwere Krankheitsaktivitdt. Bis auf funf
Patienten nahmen alle ihre Basistherapie flir RA weiterhin ein. Die klinischen Daten der

Kontrollgruppe aus 48 Patienten mit Osteoarthrose sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Klinische Charakterisierung der Patienten mit OA

Patienten mit OA

n/Mz SD %
Weiblich 40 83,3
Mannlich 8 16,7
Alter bei Untersuchung 62,9+9,.2
Erosionen 7 14,6
CRP>5 8 16,7

Von 43 Patienten konnten neurologische Daten, von 40 Patienten genetischen Daten erfasst
werden. Die Patienten unterschieden sich weder im Alter, noch in der Verteilung des
Geschlechts signifikant von der Gruppe mit RA. 16,7% der Patienten zeigen Hinweise auf

einen aktuellen entzindlichen Prozess (CRP > 5). 14,5 % hatten Erosionen.

3.2 Charakterisierung des ANS

3.2.1 Aktivitat des ANS in Ruhe

Zur Beurteilung der Grundaktivitat des ANS wurden HRV-Messungen unter
Ruhebedingungen im Liegen durchgeflhrt und zwischen RA und OA verglichen. Es zeigten

sich folgende Befunde:



Gesamtaktivitat und Verhaltnis SNS-PNS zueinander— bei RA Uberwiegt der Sympathikus im

Verhaltnis zum Parasympathikus

Die Gesamtaktivitat des ANS (total power= TP) ist bei RA-Patienten niedriger. Die
Herzratenvariabilitat ist im Vergleich zu OA signifikant verringert, was ein Uberwiegen der
sympathischen bei im Verhaltnis dazu niedriger parasympathischer Aktivitat bedeutet. In der
LF/HF-Ratio zeigt sich kein signifikanter Unterschied. Allerdings haben Patienten mit RA eine

signifikant hohere Herzfrequenz unter Ruhebedingungen als OA-Patienten (Abb. 8).
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Abb. 8: Herzfrequenz unter Ruhebedingungen im Vergleich zwischen RA und OA

Sympathikus— keine signifikant erhohte absolute Aktivitat

Die absolute Aktivitdt des SNS (LF) ist fur RA nicht signifikant verschieden zu OA, die
Aktivitat des Sympathikus allein nicht signifikant hoher.

Parasympathikus— RA-Patienten haben eine niedrigere parasympathische Aktivitat

Sowohl der Frequenzbereich der HF ist bei RA-Patienten niedriger, als auch die RMSSD
signifikant kirzer. Der parasympathische Schenkel zeigt fir RA eine signifikant erniedrigte
Aktivitat in Ruhe im Vergleich zu OA. (Abb. 9).
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Abb.9: Mittelwerte der RMSSD (prasympathische Aktivitat in der HRV) im Vergleich zwischen RA
und OA in Ruhe (logRMSSD = Logharithmus der RMSSD, ms = Millisekunden)

Im Folgenden sind die Ergebnisse zur Ruheuntersuchung nocheinmal zusammengefasst:

Tabelle 5: MW und SEM der HRV (qualitativ) RA versus OA in Ruhe

Parameter RA (n = 106) OA (n=43) p-Wert

Gesamtaktivitit
Verhaltnis SNS/ PNS

Herzfrequenz 75,16 £ 1,34 69,07 £ 1,31 0,008
Total Power [bpm?] 462 +0,54 7,80 + 1,89 0,260
Log LF/HF -0.14 £ 0.04 -0.13 £ 0.06 0,910
LF/HF nu 87,35 + 11,54 72,89 + 13,82 0,569
HRV- index 7,8 10,32 9,05+ 0,56 0,058
Sympathikus
LogLF -0.19 £ 0.05 -0.06 + 0.09 0,207
LF nu 46,27 + 3,82 43,70 £ 2,91 0,805
Parasympathikus
Log HF -0.05 £ 0.04 0.09 £ 0.08 0,096
HF nu 60,24 + 3,70 57,99 + 3,22 0,930
RMSSD [ms] 25,43 + 1,21 33,13+ 2,92 0,004

3.2.2 Aktivitat des ANS unter Stressbelastung

Zur Beurteilung der Aktivitdt des ANS unter Stressbelastung wurden Stresstests

durchgefuhrt, die entweder den Sympathikus (mental stress test = MST, Valsalva -> Balance



beider Schenkel) oder den Parasympathikus (tiefe Atmung = DBT; Orthostase = Ewing-Test)
stimulieren sollten. Dabei reagiert keiner der beiden Schenkel ohne gleichzeitige
Veranderung des Gegenspielers. Zunachst wurde im Langsschnitt beurteilt, wie sich die
einzelnen Messwerte wahrend der jeweiligen Stresssituationen im Vergleich zur Ruhe
verandern (3.2.2.1). AnschlieRend wurde der Frage nachgegangen, ob die vorhandenen
Reaktionen normal oder pathologisch sind (3.2.2.2). SchlieRlich wurden die Absolutwerte der
Messergebnisse unter Stress zwischen RA und OA verglichen (3.2.2.3) und abschlielRend
durch den Vergleich von Differenzen zwischen Ruhe- und Stresswerten gefragt: Wie
unterscheiden sich die Reaktionen auf Stress ausgehend von der Ruhesituation zwischen

beiden Gruppen genau (3.2.2.4)?

3.2.2.1 Ruhe versus Stress

mentale Stressbelastung im MST

Gesamtaktivitat und Verhaltnis SNS zu PNS— Die Herzfrequenz steigt unter mentalem Stress

Die Gesamtaktivitdt (TP) steigt bei Patienten mit RA unter mentaler Stressbelastung im
Vergleich zur Ruhe nicht signifikant. Die Herzfrequenz nimmt jedoch signifikant zu, was fur
ein Uberwiegen des Sympathikus im Verhaltnis zum Parasympathikus in der Situation von

mentalem Stress spricht.

Sympathikus— keine signifikante Veranderung der LF unter mentalem Stress

Der LF-Aktivitat allein verandert sich nicht signifikant.

Parasympathikus— die Aktivitat sinkt unter mentalem Stress nur fir OA signifikant

Die parasympathische Aktivitdt (RMSSD) sinkt in der Gruppe der RA-Patienten nicht
signifikant im Vergleich zur Ruhe. Bei OA-Patienten hingegen sinkt die Aktivitat
interessanterweise signifikant (33,13 + 2,92 vs. 26,66 + 2,13; p= 0,001; Ergebnis nicht

gesondert dargestellt).

Sympathische und parasympathische Stimulation im Valsalva-Test

Die HRV nimmt im Valsalva-Test signifikant zu.

Parasympathikus-Stimulation im DBT sowie bei Orthostase im Ewing-Test

Gesamtaktivitat und Verhaltnis zwischen SNS und PNS- die HRYV steigt

Die Gesamt-Herzratenvariabilitat steigt unter tiefer Atmung im Vergleich zur Ruhe signifikant,



was flr eine Uberwiegende Parasympthikusaktivitdt nach Stimulation dieses Schenkels
spricht. Im Ewing-Test zeigt sich eine entgegengesetzte Reaktion. Die Herzfrequenz ist im
Vergleich zur Ruhe fir RA signifikant erhéht, allerdings im DBT im Vergleich zum kurz davor
durchgefihrten MST deutlich gesunken.

Parasympathikus- die Aktivitat steigt als Reaktion auf den DBT

Die Parasympathikus-Aktivitdt steigt unter Stimulation durch tiefe Atmung signifikant an
(RMSSD).

Die Werte aller Stresstests sind In Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6: Aktivitat von SNS und PNS unter Stress im Vergleich zur Ruhe fir RA (MW + SEM)

RA n =106
HRV- Parameter Ruhe Stresstest p-Wert
MST
Herzfrequenz 75,16 £ 1,34 79,84 + 1,39 < 0,0001
TP [bpm?] 4,66 + 0,54 5,65+ 0,62 0,152
LF [bpm?] 1,40 £ 0,24 1,60 £ 0,19 0,199
RMSSD[ms] 25,43 + 1,21 24,31+ 1,38 0,352
Valsalva
HRV- Index 7,80+ 0,32 8,95+ 0,34 0,002
DBT
Herzfrequenz 75,16 £ 1,34 78,081 1,35 < 0,0001
VK [%] 3,70+ 0,15 6,95+ 0,44 < 0,0001
RMSSD ms] 25,43 + 1,21 34,91 £1,95 < 0,0001
HRV- Index 7,80 £ 0,32 10,43 + 0,46 < 0,0001
Ewing-Test
HRV- Index 7,80 + 0,32 6,08 + 0,26 < 0,0001

3.2.2.2 quantitativer Vergleich— RA-Patienten zeigen signifikant haufiger

pathologische HRV-Test-Ergebnisse

Die Absolutwerte der HRV-Messungen wurden mit vom Proscicard-System vorgegebenen
und mit den Werten von Ewing et al. Ubereinstimmenden Normwerten (Ewing DJ 1982)
verglichen. So konnte eine Aussage getroffen werden, ob eine pathologische Reaktion des
ANS unter der jeweiligen Bedingung vorliegt, oder nicht. Es wurde untersucht, ob sich ein
Zusammenhang zwischen pathologischen Werten und der jeweiligen Diagnose (RA oder OA)

finden lasst:



Signifikant mehr RA-Patienten zeigen pathologische HRV-Gesamt-Tests. Als pathologisch

galt dabei, wenn mindestens zwei Untertests nicht der Norm entsprachen (Abb. 10).
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p = 0,003
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39,4%

60,6%

O pathologisch

H normal

86%
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14%

Abb. 10: Vergleich der Gesamt-HRV-Test-Ergebnisse zwischen RA- und OA-Patienten

Betrachtet man die Einzeltests, so sind bei RA der DBT sowie der Valsalva-Test signifikant

haufiger pathologisch (Tabelle 7).

Tabelle 7: quantitative Daten der HRV-Messungen (Einzeltests Ruhe und Stress

Zusammenschau = ,HRV*); RA versus OA

, sowie alle Tests in

pathologische Tests

Tests RA OA OR p-Wert
n % %

,HRV* 39 39,4 14 0,25(0,1-0,65) 0,003

Ruhe 4 4,1 2,3 0,57 (0,06-5,22) 1,0

Tests fiir Sympathikus

MST 6 6,1 4,7 0,76 (0,15-3,91) 1,0

Valsalva-Test (PNS+SNS) 33 333 6 14 0,32 (0,12-0,85) 0,024

Tests fiur Parasympathikus

Ewing-Tests 26 26,3 6 14 0,46 (0,17-1,2) 0,129

DBT 51 51,5 14 32,6 0,45(0,21-0,96) 0,045

3.2.2.3 qualitativer Vergleich der absoluten Werte unter Stressbelastung—

v.a. die parasympathische Aktivitit ist bei RA-Patienten niedriger

Die absoluten Werte der HRV-Messungen unter definierter Stressbelastung ergaben fir RA-



Patienten folgende Aussagen (Tabelle 8):

Tabelle 8: MW und SEM der HRV-Werte (qualitativ) RA versus OA bei diversen Stresstests

Parameter RA (n = 106) OA (n=43) p-Wert
Tests fiir Sympathikus

MST

Herzfrequenz 79,84 +1,39 75,03 +1,47 0,044
Total Power [bpm?] 5,65 1+ 0,62 7,06 £ 1,58 0,902
LF 1,60 £ 0,19 2,28 + 0,62 0,726
LF nu 45,55+ 1,72 44,85 + 2,96 0,657
HF 1,65+ 0,21 2,41 +0,69 0,734
HF nu 54,31 +1,72 55,13 £ 2,96 0,626
LF/HF 1,10 £ 0,09 1,30 £ 0,30 0,648
LF/HF nu 85,88 + 11,63 80,93 + 20,01 0,570
RMSSD [ms] 24,32 + 1,38 26,66 + 2,12 0,361
HRV-Index 7,8+0,33 8,83 £0,59 0,107
Valsalva-Test (PNS+ANS)

Valsalva-Quotient 1,45 + 0,04 1,48 £ 0,07 0,320
HRV-Index 8,95+ 0,34 9,95 +0,48 0,060
Test fur Parasympathikus

Ewing- Test

30.15-Ratio 1,18 £ 0,01 1,18 £ 0,02 0,578
HRV-Index 6,08 + 0,26 6,69 + 0,35 0,100
DBT

Herzfrequenz 77,93+ 1,35 72,92 £ 1,43 0,027
RMSSD [ms] 34,92 + 1,95 4299 + 2,79 0,024
VK [%] 6,95 £ 0,44 8,68 £ 0,77 0,043
HRV-Index 10,43 + 0,46 11,55+0,7 0,194
E:lI-Ratio 1,57 £ 0,05 2,25+ 0,59 0,124
MCR 0,03 + 0,002 0,04 + 0,004 0,050

Gesamtaktivitdt und Herzratenvariabilitat:

Die Gesamtaktivitat (TP) des ANS ist fur RA-Patienten wahrend mentaler Stressbelastung
tendenziell niedriger, aber nicht signifikant verschieden zu OA. Sowohl bei einem Test,
welcher den Sympathikus stimuliert (MST), als auch bei einem Test zur Stimulation des
Parasympathikus (DBT) ist die Herzfrequenz fir RA signifikant héher als fir OA (Abb.11). Im



Vergleich zu OA Uberwiegt der Sympathikus den Parasympathikus bei RA-Patienten also in

beiden Situationen starker, was sich auch in einer fir RA verminderten HRV beim Valsalva-

Test (Zusammenspiel PNS + SNS) zeigt.
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Abb.11: Herzfrequenz im MST, RA versus OA

Sympathikus (MST):

Trotz des starkeren Uberwiegens im Verhaltnis zum Parasympathikus (siehe oben) ist die

absolute sympathische Antwort auf mentale Stressbelatung (LF im MST) fir RA-Patienten
nicht signifikant verschieden zu OA (Abb. 12).
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Abb.12: SNS- Aktivitit (LF) unter Sympathikus-Stimulation im mentalen Stresstest (MST)

Parasympathikus (Ewing= Orthostasetest, Valsalva, DBT):

Unter Stressbelastung durch Stimulation des Parasympathikus bei tiefer Atmung (DBT) zeigt



sich eine signifikant kirzere RMSSD (Abb.13) sowie niedrigere MCR (Abb.14) fir RA-
Patienten im Vergleich zu OA. Der Parasympathikus der RA-Patienten reagiert auf
Stimulation schwacher. Die Parasympathikus-Antwort auf Stress ist bei RA signifikant

geringer. Ewing-Test und Valsalva-Quotient sind nicht unterschiedlich in den Gruppen.
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Abb. 13: parasympathische Aktivitat (RMSSD) unter Parasympathikus-Stimulation im DBT
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Abb.14: Reaktion des Parasympathikus auf tiefe Atmung im DBT (MCR)

Zusammenfassend ist die Aktivitdt des ANS von RA-Patienten im Vergleich zu OA demnach
im Moment einer Stresseinwirkung haufiger pathologisch. Dabei ist v.a. die

Parasympathikusaktivitat in den jeweiligen Stresstests niedriger als bei OA.

Es stellte sich nun weiter die Frage: Wie unterscheidet sich die tatsachliche Reaktion des

ANS auf Stress ausgehend von der Ruhesituation im Vergleich zwischen RA und OA?



Deshalb wurden im Folgenden Differenzen einzelner Parameter von Ruhe zu Stress
[Differenz = Wert unter Stress — Wert in Ruhe] zwischen RA- und OA-Patienten verglichen,

um Aussagen Uber die tatsachliche ,Reaktion auf Stress*® treffen zu kénnen.

3.2.2.4 Vergleich der Differenzen zwischen Stress und Ruhe- geringere
Flexibilitat in Reaktion auf Stress bei RA

Besonders die Aktivitdt des parasympathischen Gegenspielers (RMSSD) sinkt unter

mentaler Stressbelastung in der Bewegung von Ruhe zu Stress bei RA-Patienten signifikant

weniger als bei OA. Die Reaktivitdt des Parasympathikus ist geringer (Differenzen MST —
Ruhe; RAvs OA: -1.12 £+ 1,19 vs. -5,92 £ 1,66; p= 0,03) (Abb. 15).
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Abb. 15: Differenzen der parasympathischen Aktivitat (RMSSD) zwischen Werten unter

mentalem Stress und Ruhewerten.

Auch im DBT, unter Stimulation des Parasympathikus, verlangert sich die RMSSD bei RA-
Patienten im Vergleich zur Ruhe etwas, jedoch nicht signifikant, weniger, als bei OA-
Patienten (Differenzen DBT — Ruhe: RA vs OA 9,52 + 1,68 vs. 10,42 £ 2,68; p= 0,24).

Die Herzfrequenz, deren Ansteigen ein Uberwiegen des Sympathikus anzeigt, ist unter
mentaler Stressbelastung in ihren absoluten Werten zwar hoher fur RA-Patienten, steigt aber
im Vergleich zur Ruhe tendenziell schwacher (n.s.) an, als bei der Gruppe der OA-Patienten
(Differenzen MST — Ruhe; RA vs. OA: 6,0 + 0,92 vs. 4,68 + 0,56; p = 0,23).



3.2.3 HRV und klinische Parameter

Um zu untersuchen, ob sich autonome Dysfunktionen in Kklinischen Symptomen
widerspiegeln, wurde nach Zusammenhangen zwischen den ermittelten HRV-Daten und
einzelnen klinischen Parametern, welche die Krankheitsaktivitat der RA zum

Untersuchungszeitpunkt charakterisieren, gesucht.

Der Vergleich der RA-Gruppen bezlglich des disease activity scores (DAS) ergibt signifikant
unterschiedliche Werte fir den LF/HF—Quotienten [nu] in Ruhe, wobei der Quotient mit
steigenden DAS-Werten zunimmt, was einen Zusammenhang zwischen starkerem
Uberwiegen des SNS in Ruhe mit hoher Krankheitsaktivitiat zeigt (Kruskal-Wallis-Test
zwischen allen 4 DAS-Gruppen: p=0,023; Man Whithney DAS 2,6 - 3,2 vs DAS > 5,1: 66,33
+ 13,03 vs. 102,80 x= 27,76; p=0,05). Dieser Unterschied bleibt unter mentaler
Stressbelastung im MST bestehen. (Kruskal-Wallis: p=0,007; Man Whithney DAS 2,6 - 3,2
vs. DAS > 5,1: 64,31 + 11,94 vs.124,00 + 43,41; p= 0,03) (Abb. 16).
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Abb.16: LF/HF unter Ruhebedingungen und im mental stress test (MST) bei RA-Patienten mit

verschiedener Krankheitsaktivitit (DAS= disease activity score; nu= normalized units)

Die HF ist bei Patienten mit niedriger Krankheitsaktivitat signifikant hdher, als bei Patienten
mit hoher Krankheitsaktivitat. Eine niedrige parasympathische Aktivitat ist assoziiert mit
hoher Krankheitsaktivitat (Man Whithney fir HF DAS 2,6- 3,2 vs. HF DAS > 5,1: 1,38 = 0,22
vs. 0,78 £ 0,21; p=0,04) (Abb. 17).
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Abb.17: HF unter Ruhebedingungen bei RA-Patienten mit verschiedener Krankheitsaktivitat

(DAS= disease activity score)

In der Spearman-Korrelationsanalyse ist einen Trend (n.s.) zu niedrigeren Valsalva-
Quotienten mit steigenden DAS-Werten zu erkennen (DAS < 2,6 vs DAS > 5,1 im Man-
Whithney-Test: 1,53 £ 0,12 vs. 1,27 + 0,10; p=0,096). Abb.18 veranschaulicht dies.
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Abb.18: Valsalva-Quotient als Parameter sympathischer und parasympathischer Balance bei
Patienten in Remission (DAS < 2,6) und mit hoher Krankheitsaktivitat (DAS > 5,1)

Desweiteren finden sich signifikante Zusammenhange zum Ergebnis des HAQ und zum
Alter. Hdheres Alter geht mit niedrigeren LF-Werten (Sympathikus) im MST, sowie zu
niedrigerer Gesamtherzratenvariabilitat, VK und MCR im DBT einher (Tab.9).



Tabelle 9: Spearmen Korrelation zwischen HRV (qualitativ) und klinischen

Parametern bei Patienten mit RA

Parameter Alter HAQ
MST

LF [bpm?] -0,26* 0,18
RMSSD [ms] -0,00 0,23**
HRV- index -0,16 0,27**
DBT

VK [%] -0,26* 0,12
RMSSD [ms] -0,17 0,08
HRV-Index -0,25* 0,04
E:I-Ratio -0,13 -0,10
MCR -0,26* 0,08
*p <0,01 **p < 0,05

Weitere Zusammenhange zwischen qualitativen neurologischen Werten und Geschlecht, RF,

Erosionen, anti-CCP-AK und CRP ergaben sich nicht.

Die Untersuchung von Zusammenhangen zwischen quantitativen HRV-Daten (pathologisch

ja oder nein?) und klinischen Parametern zeigt, dass 66,7% der Patienten in Remission
(DAS < 2,6) normale, und nur 33,3% pathologische HRV-Tests haben, wahrend bei Patienten
mit hoher Krankheitsaktivitat (DAS > 5,1) 54,5% pathologische Ergebnisse haben (Abb. 19).

Untersuchungen mit anderen klinischen Parametern ergaben keine signifikanten Ergebnisse,

weder bei der Betrachtung aller Tests in Zusammenschau (Gesamt-,HRV*), noch bei der

Korrelation mit den jeweiligen Einzeltests.
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Abb. 19: Vergleich der HRV-Test-Ergebnisse zwischen Patienten in Remission (DAS < 2,6) und
Patienten mit hoher Krankheitaktivitat (DAS > 5,1)



3.2.4Aktivitait des ANS unter Stressbelastung im Test der

sympathischen Hautantwort

Durch Messungen der sympathischen Hautantwort wurde der sympathische Schenkel des
ANS untersucht. Dazu wurden Latenzzeiten bis zur messbaren Antwort nach Reizung des
Nervensystems durch einen kurzen Stromimpuls, sowie die Amplituden der Antwort zwischen

RA- und OA-Patienten verglichen.

15% der RA-Patienten und 7% der OA-Patienten haben pathologische Antworten des

sympathischen Sudomotorsystems (Tabelle 10).

Tabelle 10: SSR- Befunde bei RA- und OA-Patienten

RA(n=106) OA(n=43)

SSR n % n % p-Wert
normal 90 85 40 93 0,278
pathologisch 16 15 3 7

OA-Patienten haben im Median signifikant héhere Amplituden der Handpotentiale sowie
signifikant kiirzere Latenzzeiten der FUuRe, also starkere Antworten des sudomotorischen

Systems, als RA-Patienten. Beide Gruppen sind aber innerhalb der Normgrenzen (Tab. 11).

Tabelle 11: Latenzen und Amplituden der SSR nach Reiz (MW = SD) im Vergleich zwischen RA, OA

und Normwerten.

RA OA Normwert
Strom Hand Ful® Hand Ful} Hand Fufld
PO [s] 1,36 + 0,37 1,96+ 0,35* 1,35+0,29 1,79+0,32* 1,45+0,18 2,13 + 0,31

Seitendiffe-
renz Po [s] 0,04 £+0,04 0,06 +0,06 0,05+0,04 0,07 £0,07 0,08+0,07 0,15+0,12
Seitendiffe-

renz Ampl. [%] 95,94 89,75 91,35 90,83 82 +22 74 £ 22
Median Ampl.

[MV] 2218* 1647 4309 2067 1960 1000
Normgrenze

Ampl. [uV] > 260 > 240

* RA vs. OA: p < 0,01; PO= Potentialabgang= Latenz; Ampl.= Amplitude (A1- A2);; relative
Seitendifferenzen geben die Prozentzahl bezogen auf den gréReren der beiden Werte an



3.2.5 Korrelation zwischen SSR und klinischen Parametern

Eine Korrelationsanalyse mit den qualitativen SSR-Daten fir RA-Patienten ergibt einen
signifikant negativen Zusammenhang zwischen Amplitudenhéhe der sympathischen
Hautantwort der Hande und CRP-Werten (r= -0,242; p= 0,005).

Mit zunehmenden Latenzzeiten der sympathischen Hautantwort an den Handen steigt
aulerdem signifikant das Risiko fur das Auftreten von Erosionen bei RA-Patienten (log.
Regression: OR (95% ClI): 1,003 (1,001- 1,005); p= 0,01).

Es besteht kein Zusammenhang zwischen quantitativen Daten (SSR pathologisch ja/ nein?)
und klinischen Parametern wie Alter, Alter bei Erstdiagnose, CRP, Seropositivitat (anti-CCP-
AK, RF), Erosionen, Rdntgen-Stadium oder DAS.

3.3 Die Rolle der B2-adrenergen-Rezeptoren (B2ARs)

3.3.1 Charakterisierung der Gen-Polymorphismen der B2ARs

Als einen Bertihrungspunkt zwischen ANS und Effektorsystemen wie Herz und Immunsystem
sollten in der vorliegenden Arbeit die Gene [(-adrenerger Rezeptoren bei allen
Studienpatienten auf Polymorphismen hin untersucht und verglichen werden. Um durch eine
groBere Fallzahl noch aussagekraftigere Ergebnisse zu erhalten, wurden die Gen-
Polymorphismen der RA-Patienten mit denen zuséatzlicher gesunder Kontrollen verglichen
(Abb. 20).

Abb.20: Produkt der PCR nach Gelelektrophorese. Es sind optisch Unterschiede der Lumineszens
zu erkennen, was auf unterschiedlichen DNA-Gehalt zuriickzufiihren ist. Dennoch sind vorhandene

von nicht vorhandenen Banden eindeutig zu unterscheiden. (Quelle: eigene Messung)



3.3.1.1 RA versus gesunde Kontrollen

Der Vergleich der Genotypen, Allelfrequenzen und des Carrierstatus an den Positionen 16,

27 und 164 ergab fur RA-Patienten im Vergleich zu Gesunden folgende Aussagen:

Position 16 (Tabelle 12):

RA-Patienten sind in ihren Genotypen signifikant haufiger heterozygot fir Arg16Gly an
Position 16 als Gesunde (p< 0,0001), wohingegen signifikant mehr Gesunde homozygot fir
Glycin sind (p< 0,0001).

Bezuglich der Allelfrequenzen finden sich signifikant mehr Arg-Allele und weniger Gly-Allele

an Position 16 bei Patienten mit RA als bei Gesunden (p jeweils < 0,001).

Auch der Carrier-Status zeigt signifikant mehr Arg-Trager fir RA im Vergleich zu Gesunden
(p < 0,0001).

Tabelle 12: Verteilung von Genotypen, Allelfreuquenzen und Carrier-Status an Aminosaure Position 16
bei Patienten mit RA und gesunden Kontrollen

Rezeptor- RA n=101 Gesunde n= 305 Odds ratio (95%CIl) p-Wert
Genotyp n (%) n (%)

Arg16Arg 6 (5,9) 14 (4,6) 1,31 (0,49- 3,51) 0,59
Arg16Gly 87 (86,2) 188 (61,6) 3,86(2,1-7,1) < 0,0001
Gly16Gly 8 (7,9) 103 (33,8) 0,17 (0,08- 1,36) < 0,0001
Allelfrequenz

Arg16 99 (49) 216 (35,4) 1,75 (1,27- 2,42) < 0,001
Gly 103 (51) 394 (64,6) 0,57 (0,41- 0,78) < 0,001
Carrier

Arg 93 (92,1) 202 (66,2) 5,93 (2,77-12,68) < 0,0001
Non- Arg 8 (7,9) 103 (33,8) 0,17 (0,08- 0,36) < 0,0001

Position 27 (Tabelle 13):

Gesunde sind signifikant haufiger homozygot fur Gin an Position 27 (22%), (p = 0,01), RA-
Patienten signifikant haufiger heterozygot (68,3%), (p = 0,04).



Tabelle 13: Genotypen und Allelfrequenz fiir Polymorphismen an Aminosaure-Position 27 bei
Patienten mit RA und gesunden Kontrollen

Rezeptor- RA n=101 Gesunde n= 305 Odds ratio (95%Cl) p-Wert
Genotyp n Allele (%) n Allele (%)

GIn27GIn 11 (10,9) 67 (22) 0,43 (0,22- 0,86) 0,01
GIn27Glu 69 (68,3) 171 (56) 0,69 (1,05-2,72) 0,04
Glu27Glu 21 (20,8) 67 (22) 0,93 (0,53- 1,62) 0,89
Allelfrequenz

GIn27 91 (45) 305 (50) 0,82 (0,6- 1,1) 0,23
Glu 111 (55) 305 (50) 1,22 (0,89- 1,67) 0,23

Position 164 (Tabelle 14):

93,1% der gesunden Kontrollen sind homozygot fir Thr an Position 164. Nur 9,9% der RA-
Patienten zeigen dieses Merkmal (p < 0,0001). Dagegen zeigen signifikant mehr Patienten
mit RA (66,3%) Heterozygotie fur Thr164lle, als Gesunde (6.9%), (p < 0,0001). Homozygote
fur lle164 an Position 164 kommen bei Gesunden in unserer Arbeit nicht vor. RA-Patienten

sind signifikant haufiger homozygot fiir lle an Position 164 (p < 0,0001).

Auch beim Vergleich der Allelfrequenzen wird deutlich, dass RA-Patienten signifikant mehr

lle-Allele und signifikant weniger Thr-Allele aufweisen (p < 0,0001).

Tabelle 14: Genotypen und Allelfrequenz fir Polymorphismen an Aminosaure-Position 164 bei
Patienten mit RA und gesunden Kontrollen

Rezeptor- RA n=101 Gesunde n=305 Odds rati (95% CI) p-Wert
Genotyp n (%) n (%)

Thr164Thr 10 (9,9) 284 (93,1) 0,01 (0- 0,02) < 0,0001
Thr164lle 67 (66,3) 21 (6,9) 26,65 (14,5- 48,8) < 0,0001
lle164lle 24 (23,8) 0 (0) 193,2 (11,6-3214) < 0,0001
Allelfrequenz

Thr164 87 (43,1) 589 (96,6) 0,03 (0,02- 0,05) < 0,0001
lle 115 (56,9) 21 (3,4) 37,1 (22,1-62,2) < 0,0001

3.3.1.2 RA versus OA

Beim Vergleich der Gen-Polymorphismen dieser beiden Gruppen gab es v.a. beziglich

Position 16 Auffalligkeiten:



Position 16:

Beim Vergleich der Genotypen (Tabelle 15) fallt auf, dass 5,9% der RA-Patienten homozygot
fur Arginin an Position 16 sind, aber kein einziger Patient mit OA. Dagegen sind 12,5% der
OA-Patienten homozygot fir Glycin an Position 16. Bei RA-Patienten findet sich dieser

Polymorphismus nur in 7,9% der Falle.

Tabelle 15: Verteilung von Genotypen, Allelfrequenz und Carrier-Status an Aminosaure-Position 16 bei
Patienten mit RA und OA

Rezeptor- RAn =101 OANn=40 Odds ratio (95%Cl) p-Wert
Genotyp n (%) n (%)

Arg16Arg 6 (5,9) 0 (0) 1,42 (1,27- 1,59) 0,18
Arg16Gly 87 (86,2) 35 (87,5) 0,89 (0,29- 2,65) 1
Gly16Gly 8 (7,9) 5(12,5) 0,6 (0,18- 2) 0,52
Allelfrequenz

Arg16 99 (49) 35 (43,8) 1,24 (0,73- 2,08) 0,43
Gly 103 (51) 45 (56,2) 0,81 (0,48- 1,36) 0,43
Carrier

Arg 93 (92,1) 35 (87,5) 1,66 (0,51- 5,42) 0,52
Non- Arg 8 (7,9) 5(12,5) 0,61 (0,18-1,97) 0,52

Tabellen 16 und 17 stellen die Ergebnisse flur Genotypen, Allelfrequenzen und Carrier-Status
an Position 27 und 164 dar. Es ergaben sich keine Signifikanzen. Der weiterhin
durchgefuhrte Vergleich der Verteilung verschiedener Allelkombinationen an Position 16, 27
und 164, wie z.B. Arg16Arg + GIn27GIn + Thr164Thr, oder Arg16Gly + GIn27Glu + lle164lle

zwischen RA und OA erbrachte ebenfalls keine signifikanten Unterschiede.

Tabelle 16: Genotypen und Allelfrequenzen fir Polymorphismen an Aminosaure-Position 27 bei
Patienten mit RA und OA

Rezeptor- RA n=101 OANn=40 Odds ratio (95%Cl) p-Wert
Genotyp n Allele (%) n Allele (%)

GIn27GIn 11 (10,9) 5(12,5) 0,86(0,26- 2,64) 0,77
GIn27Glu 69 (68,3) 28 (70) 0,92 (0,42- 2,05) 1
Glu27Glu 21 (20,8) 7(17,5) 1,24 (0,48- 3,19) 0,82
Allelfrequenz

GIn27 91 (45) 38 (47,5) 0,9 (0,54- 1,52) 0,79

Glu 111 (55) 42 (52,5) 1,1 (0,66- 1,86) 0,79




Tabelle 17: Genotypen und Allelfrequenz fiir Polymorphismen an Aminosaure-Position 164 bei
Patienten mit RA und OA

Rezeptor- RA n=101 OANn=40 Odds ratio (95%Cl) p-Wert
Genotyp n (%) n (%)

Thr164Thr 10 (9,9) 3(7,5) 1,36 (0,35- 5,21) 0,76
Thr164lle 67 (66,3) 32 (80) 0,49 (0,21-1,19) 0,1
lle164lle 24 (23,8) 5(12,5) 2,18 (0,77-6,19) 0,1
Allelfrequenz

Thr164 87 (43,1) 38 (47,5) 0,84 (0,5- 1,41) 0,51
lle 115 (56,9) 42 (52,5) 1,2 (0,71- 2,01) 0,51

3.3.2 Polymorphismen bei RA-Patienten und Klinik

Trager von Arg16Gly haben im Vergleich zu Patienten ohne diesen Genotyp tendenziell ein

friheres Alter bei Erstdiagnose (MW + SEM: 51,88 + 1,44 vs. 57,45 2,53 Jahre; p = 0,088).

Arg-Carrier zeigen im Vergleich zu Non-Carriern einen Trend (n.s.) zu héheren CRP-Werten
(OR und 95% CI: 4 (0,46 — 34.64); p= 0,25).

Der Vergleich der Krankheitsaktivitat (DAS) zwischen RA-Gruppen unterschiedlicher Gen-
Polymorphismen zeigt signifikante Unterschiede bezuglich Codon 27 (ANOVA: p = 0,05):

Patienten mit dem Genotyp GIn27GIn (signifikant haufiger fir Gesunde) haben signifikant
niedrigere DAS-Werte, als die Gruppe mit dem Genotyp Glu27Glu (p = 0,01) (Abb. 21).

p = 0,01

DAS
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Gen- Polymorphismen bei RA

Abb.21: Krankheitsaktivitat bei RA-Patienten mit verschiedenen B2ARs-Gen-Polymorphismen

(DAS = disease activity score)

Signifikante Zusammenhange zu weiteren klinischen Parametern wie Geschlecht, Anti-CCP-

Ak, RF, Erosionen bzw. verschiedenen Rdntgenstadien ergaben sich nicht.



3.3.3 Korrelation von HRV-Parametern und Gen-Polymorphismen

AbschlielRend wurde der Frage nachgegangen: Besteht ein Zusammenhang zwischen der
gezeigten veranderten ANS-Aktivitdt bei RA-Patienten und den verschiedenen Genotypen
der jeweiligen Patienten? Dazu wurden innerhalb der RA-Gruppe Untergruppen nach
Genotypen/ Allelfrequenzen/ Carrierstatus gebildet und zwischen diesen die neurologischen

Messwerte verglichen.

Zum Vergleich der HRV-Daten zwischen den verschiedenen Genotyp-Polymorphismen
wurde zum Mittelwertvergleich fir nicht-normalverteilte Werte zwischen Gruppen der
Kruskal-Wallis-Test oder der Man-Whithney-U-Test durchgefuhrt. Sowohl in Ruhe als auch in

Stresssituationen zeigen sich keine signifikanten Unterschiede.

Betrachtet man die Differenzen der HRV- Messwerte zwischen Stress und Ruhe, um die

Reaktivitdt des ANS zu beurteilen, so ergeben sich unter mentalem Stress im MST flr

Gly16Gly-Trager grofRere LF (Sympathikus)-Differenzen, als fur Arg16Gly. Die Unterschiede
sind nicht signifikant. Interessanterweise bewegt sich die sympathische Aktivitat aber fur
Arg16Arg-Trager entgegengesetzt zu den anderen Genotypen sowie der RA-Gesamtgruppe
und nimmt unter mentaler Stressbelastung ab, statt zu steigen (Abb.22). Ahnliches gilt fur
Position 164. Die Differenz der sympathischen Aktivitat zwischen MST und Ruhe (LF) ist flr
Thr164Thr-Homozygote gréRer, als bei allen Vergleichsgruppen (nicht signifikant).
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Abb.22: Differenzen der sympathischen (LF) Aktivitat zwischen mentaler Stressbelastung und
Ruhe als Marker der autonomen Reaktionsfahigkeit im Vergleich zwischen RA-Gesamtgruppe,
OA und RA-Untergruppen nach Genotyp

Bezuglich Genetik und SSR ergaben sich keine signifikanten Zusammenhange.



4. Diskussion

Die Rheumatoide Arthritis ist eine multifaktorielle Autoimmunerkrankung mit gestorter
Homdostase, deren genaue Pathomechanismen noch weitgehend ungeklart sind. Vor einem
permissiven genetischen Hintergrund kdnnten verschiedene Umweltfaktoren Beginn und
Verlauf der Krankheit mitbestimmen (Bax et al. 2011). Psychologischer Stress verschlechtert
die Krankheitsaktivitdt (Malysheva et al. 2010). Aktuelle Studien weisen auf eine auf
verschiedenen Ebenen gestorte Stressantwort mit Dysregulationen der immuno-neuro-
endokrinen Interaktionen hin (Del Rey et al. 2010), (Straub und Fassold 2010).

Auf der Ebene des Immunsystems ist eine gestorte Balance zwischen Uberwiegenden Th1-
Zellen mit der Produktion pro-inflammatorischer Zytokine und Th2-Zellen mit anti-
inflammatorischen Zytokinen von zentraler Bedeutung. Die Rolle des ANS bei RA ist bisher
nicht ausreichend verstanden. Durch anatomische und funktionelle Links zum Immunsystem
kénnte es den Krankheitsverlauf mitbestimmen. Als Teil der stress response konnte eine
vermutete Dysregulation des ANS zur gestorten Homoostase beitragen. Um dieser

Vermutung nachzugehen wurden in der vorliegenden Arbeit folgende Fragen untersucht:

1. Haben Patienten mit RA autonome Regulationsstorungen? Dabei sollte die Aktivitat

des ANS in Ruhe und unter minor stress untersucht werden.
Aktivitat des ANS in Ruhe
Zusammenspiel von Sympathikus und Parasympathikus

Unsere Untersuchungen ergaben eine flir RA im Vergleich zu OA signifikant erhéhte
Herzfrequenz unter Basis-Bedingungen. Da die Herzfrequenz Uber sympathische Einflisse
am Sinusknoten erhdht und Uber parasympathische Einfliisse vermindert wird, spricht dies

fur ein Uberwiegen des sympathischen Tonus im Verhaltnis zum Parasympathikus.

Diese Ergebnisse entsprechen denen friherer Studien (Leden et al. 1983), (Perry et al.
1989), (Kuis et al. 1996). Kuis et al. schlossen auf eine erhéhte zentrale Sympathikusaktivitat
als Ursache fir die erhéhte Herzfrequenz, da bei ihrer Untersuchung an 32 Kindern mit
juveniler RA zentrale NA-Metabolite im Urin im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhoht
waren. Prinzipiell kbnnten bei juveniler Arthritis andere Mechanismen zu Grunde liegen, als
bei der adulten Form. Perry et al. hingegen gingen von einer erniedrigten Grundaktivitat des
PNS aus. Auch bei unseren Patientengruppen schien ein verringerter Parasympathotonus
eine wesentliche Rolle zu spielen, worauf noch eingegangen wird. Schliellich spiegelt auch
die laut unseren Ergebnissen erniedrigte HRV bei RA-Patienten eine Dysbalance zwischen
beiden Schenkeln des ANS mit Dominanz des Sympathikus gegeniber dem

Parasympathikus in Ruhe wider. Welche Rolle kénnte dies fur die Patienten spielen?



Eine dauerhaft erhohte Herzfrequenz bei Imbalance zwischen PNS und SNS sowie damit
einhergehender erniedrigter HRV stellt einen starken und unabhangigen Risikofaktor fur die
Mortalitdt nach einem Herzinfarkt dar und hat prognostischen Wert fir Patienten mit
Herzinsuffizienz und diabethischer Neuropathie (Farrell et al. 1991), (Kao et al. 2000), (Nolan
et al. 1998), (O'Brien et al. 1991). Mehrere epidemiologische Studien zeigten eine erhdhte
Pravalenz kardiovaskularer Mortalitat auch bei RA-Patienten im Vergleich zu Kontrollgruppen
(Prior et al. 1984), (Kvalvik et al. 2000), (Schwemmer et al. 2006). Eine Langzeitstudie an
187 RA-Patienten Uber 17 Jahre ergab fir den plétzlichen Herztod einen Anteil von 11,3% an
der Gesamtmortalitdt von RA-Patienten. Das ist insgesamt doppelt so hoch, wie die der
Kontrollgruppe (Riise et al. 2001). Evrengrul et al. schlossen durch ihre Ergebnisse von 42
RA-Patienten (relativ erhdhter Sypathotonus, erniedrigte HRV) auf einen Zusammenhang
zwischen vorwiegend sympathischer Kontrolle des Herzens und gehauftem Auftreten von
Arrhythmien und plétzlichem Herztod fir RA-Patienten (Evrengll et al. 2003). Unsere Studie

an deutlich mehr Patienten bestarkt diese Vermutung.

Neben diesen Auswirkungen auf das Herz kénnte eine Imbalance zwischen SNS und PNS
auch fir das neuro-immunologische Zusammenspiel eine pathophysiologische Bedeutung

haben. Dazu wurden im Folgenden die einzelnen Schenkel des ANS weiter beleuchtet.
Sympathikus

Den sympathischen Anteil betreffend bestatigte sich in der vorliegenden Arbeit der Trend zu
einem im Verhéltnis zum erniedrigten Parasympathotonus (HF) hohem Sympathikotonus

(LF). Die absoluten LF-Werte unterschieden sich jedoch nicht signifikant zur OA-Kontrolle.

Bisherige Studien waren widersprichlich. Aydemir et al. fanden an 36 RA-Patienten unter
Ruhebedingungen im Liegen signifikant niedrigere SNS (LF)-Werte im Vergleich zu
gesunden Kontrollen (Aydemir et al. 2010). Evrengrul et al. hingegen fanden signifikant
erhéhte LF-Werte bei 42 RA-Patienten im Vergleich zu Gesunden (Evrengll et al. 2003).
Allerdings waren diese Patienten mit durchschnittlich 47 Jahren deutlich junger als unser
Patientenkollektiv mit 52,9 + 11,5 Jahren. Da die HRV-Werte, wie auch in unserer Studie
gezeigt, negativ mit zunehmenden Alter korrelieren, kénnte dies unterschiedliche Ergebnisse
mitbedingen. Dekkers et al. deuteten Uber eine verkirzte Pre-Ejektions-Phase bei Patienten
mit aktiver RA ebenfalls auf einen bereits in Ruhe erhéhten Sympathotonus (Dekkers et al.
2004). Interessanterweise wurden in dieser Studie ausschlief3lich Patienten mit gerade neu
diagnostizierter RA untersucht, wohingegen die Patienten der vorliegenden Studie schon seit
durchschnittlich 10 Jahren an RA leiden (Alter bei Krankheitsbeginn 52,9 + 11,5 Jahre).
Tierexperimente konnten zeigen, dass das SNS zu verschiedenen Zeitpunkten der Krankheit

gegenteilige Reaktionen des Immunsystems bewirkt. Infusion von B2AR-Agonisten wie



Salbutamol zwei Tage vor bis 28 Tage nach Beginn Adjuvant-induzierter Arthritis (AA)
verschlechterte die Krankheitsaktivitdt der entstehenden Arthritis (Bellinger et al. 2008).
Gabe der Agonisten ab Beginn der Erkrankung bis 10 Tage danach hingegen besserte die
Symptome bei Kollagen- oder Adjuvant-induzierter Arthritis (Malfait et al. 1999), (Lubahn et
al. 2004). Ein hoheres Level an NA bei gerade aufgetretener RA kénnte also genauso
negativ wirken, wie ein im Verhaltnis zur Entzindungssituation niedriges NA-Level in
spateren Krankheitsstadien. Prinzipiell zu beachten ist zudem, dass in unserer Studie OA-
Patienten als Kontrollgruppe zur Verfiigung standen, bei nahezu allen anderen Studien
Gesunde. Das erschwert den Vergleich unserer Studie mit anderen in diesem Punkt. Es
ware theoretisch denkbar, dass auch OA-Patienten auf Grund sekundarer Synovialitis oder
durch Produktion pro-inflammatorischer Zytokine durch Chondrozyten, ebenfalls erhdhte
Aktivierung des Sympathikus bereits in Ruhe zeigen. Das kdnnte den Unterschied zu RA
verringern. Besonders Patienten der Untergruppe mit erosiver OA, welche eine im Vergleich
zu anderen OA-Subgruppen starkere Entzindung, starkere klinische Belastung und
schlechteres Outcome zeigen (Bijsterbosch et al. 2010), (Kwok et al. 2011), kédnnte dies
betreffen. Ein fur RA im Vergleich zu Gesunden erhdhter Sympathotonus ware demnach
nicht auszuschlielen. Da die Sympathikustests aber im zusatzlich durchgefiihrten Vergleich
zwischen RA, OA ohne Erosionen und erosiver OA (im Ergebnisteil nicht gesondert
dargestellt) nicht signifikant haufiger pathologisch waren, ist eine allgemeine Verschleierung
unserer Ergebnisse durch die wenigen Studienpatienten mit erosiver OA nicht anzunehmen.
Far den von uns erstmals mittels HRV-Messungen durchgefuhrten Vergleich zwischen RA
und OA-Patienten bleibt fur die RA in Ruhe eine absolut nicht erhdhte, jedoch im Verhaltnis

zum Parasympathikus dominierende Sympathikusaktivitat festzuhalten.

Wie ist dies pathophysiologisch einzuordnen? Hier gibt es zwei Diskussionsansatze zu
unseren Ergebnissen. Entweder man stellt das Uberwiegen der SNS-Aktivitat tiber die PNS-
Aktivitdt in den Vordergrund. Oder man bezieht sich v.A. auf die im Vergleich zur OA-
Kontrolle gleich hohen SNS-Werte.

Dem ersten Ansatz folgend lasst sich fir die im Verhaltnis hohe SNS-Aktivitat ahnlich
argumentieren, wie bei anderen Autoren, welche in Ruhe hohe SNS-Aktivitdten fir RA im
Vergleich zu Gesunden gezeigt haben: Die RA ist eine Th1-gewichtete Erkrankung. Der
Sympathikus kann die Aktivitat von Th1-Zellen iber B2ARs beeinflussen (Straub und Harle
2005). Hohe Dosen an NA koénnen, wie in 1.3.2.1 beschrieben, lber BARs die cAMP-
Konzentration in den Th1-Zellen erhéhen und so die Produktion pro-inflammatorischer
Zytokine wie TNF-a hemmen (Spengler et al. 1994),(Cutolo et al. 2006). Ein hoher
Sympathotonus wirde sich dementsprechend eigentlich positiv auf die Krankheitsaktivitat

auswirken. Daflir spricht z.B. die Beobachtung, dass RA-Patientinnen im dritten Trimester



der Schwangerschaft, welches mit erhéhten Konzentrationen an Katecholaminen und
Glukokortikoiden einhergeht, einen Ruckgang der Krankheitsaktivitat erleben (Jstensen et
al. 2012). Auch im experimentellen Modell der Multiplen Sklerose, einer Th1 gewichteten
Erkrankung wie der RA, verschlechterte eine chemische Sympathektomie die Krankheit
(Chelmicka et al. 1988). Fur die RA gibt es allerdings Beobachtungen, die vermuten lassen,
dass eine im Verhaltnis oder sogar absolut erhdhte Sympathikusaktivitat nicht entsprechend
ant-inflammatorisch wirken kann: Zum einen gibt es anatomisch-funktionelle Veranderungen
an Schnittstellen zwischen ANS und IS. Wie bereits in 1.3.2.2 erwahnt, sorgt eine erniedrigte
Dichte von BARs auf peripheren Blutmonozyten und im Synovialgewebe von RA-Patienten
unabhangig vom NA-Level fir erniedrigte anti-inflammatorische Effekte (Baerwald et al.
1992), (Baerwald et al. 1997), (Wahle et al. 2005). Auch der Ruckzug sympathischer
Nervenfasern z.B. aus der Milz und aus dem Gelenk heraus (Koopman und Stoof 2011),
lasst auch hohe Dosen von NA nicht adaquat im Entzindungsgebiet agieren. In niedrigen
Konzentrationen stimuliert NA v.a. a-Rezeptoren zur Produktion pro-inflammatorischer
Zytokine (Cutolo et al. 2006). Diese uberwiegen im Verlauf der Erkrankung durch den
sogenannten beta-to-alpha-adrenergic shift (Straub und Harle 2005) den B-Rezeptoren. So
kénnten die nur noch niedrigen Dosen von NA, die im Entzindungsgebiet agieren, an a-
Rezeptoren und so letztendlich pro-inflammatorisch wirken. Tatsachlich konnten
experimentelle (Levine et al. 1986), (Bellinger et al. 2008) und klinische (Levine et al. 1986)
Studien zeigen, dass Symptome von RA-Patienten nach systemischer und regionaler
Blockade des SNS z.B. mit Gunethidine abnahmen. Zum anderen gibt es weitere Faktoren,
die die Rolle des ANS bei der RA komplexer machen. Wie bereits erwahnt, ist die Wirkung
von NA vom Stadium der Krankheit abhangig, was bisher in vielen Studien nicht explizit
beachtet wurde. Auflerdem wirkt das ANS systemisch und lokal und nicht an jedem
Effektororgan gleich. Sympathische Denervation mittels B-Blockern bei Ratten mit Adjuvant-
induzierter Arthritits z.B. verbessert die Gelenkentzindung. Denervation von die inguinale
und popliteale Region drainierenden Lympknoten hingegen verschlechtert die Arthritis
(Bellinger et al. 2008). Auch Milz und Thymus spielen neben dem Gelenk wichtige und
unterschiedliche Rollen bei der Pathogenese, worauf weiter einzugehen den Rahmen dieser
Arbeit sprengen wirde (Review bei Koopman und Stoof 2011). Es bleibt festzuhalten, dass
auch hohe Sympathikusaktivitat bei der RA nicht automatisch anti-inflammatorisch wirken

kann.

Schlielich, dem zweiten Diskussionsansatz folgend, zeigen unsere Ergebnisse, dass die
Aktivitdt des Sympathikus zwar im Verhaltnis zum Parasympathikus hoch ist, absolut aber
nicht. Dies kdnnte anti-inflammatorische Wirkung von vornherein erschweren. In diesem

Zusammenhang ist eine kirzlich erschienene Publikation interessant. An 10 RA-Patienten



wurde im Vergleich zu 10 OA-Patienten eine erhohte Dichte von sympathischen
Nervenfasern in dem das entzindete Gelenk umgebenden Fettgewebe sowie den
Lymphknoten, welche dieses Gewebe drainieren, entdeckt. Demnach ware ein hoher basaler
SNS-Tonus schon allein nétig, um durch Lipolyse energiereiche Substrate bereitzustellen,
die ein Koérper mit chronischer Entziindung benétigt (Straub et al. 2011). Alle Energie des
SNS wirde also genutzt, um die Entziindung zu unterhalten. Fir anti-inflammatorische
Effekte wirde selbst eine absolut hohe Aktivitat nicht ausreichen. Eine nur im Verhaltnis hohe
Aktivitat, wie in unseren Ergebnissen, ware flr die Situation schlie3lich sogar als zu niedrig
zu charakterisieren. Letztendlich ist die Dosis an NA, welche auf Effektororgane wirkt, nicht
optimal, um die Homdostase, das innere Gleichgewicht im Koérper, zu erhalten. Es ist also

eine inadaquate SNS-Aktivitat bereits unter Basisbedingungen zu postulieren.
Parasympathikus

Die differenzierte Betrachtung der einzelnen Schenkel des ANS in der vorliegenden Arbeit
ergab signifikant verkirzte RMSSD (p= 0,004), was eindeutig eine flir RA verminderte
Aktivitat des Parasympathikus bedeutet. Bisherige Studien hierzu, mit gesunden Probanden
als Kontrollgruppe, waren widersprichlich. Dekkers et al. untersuchten 25 RA-Patienten,
deren parasympathische Aktivitat sich nicht von der Kontrollgruppe unterschied (Dekkers et
al. 2004). Goldstein et al. hingegen zeigten, unseren Daten entsprechend, eine signifikant
verkirzte RMSSD sowie signifikant erniedrigte HF-Werte (Goldstein und Bruchfeld 2007).

Dies kdnnte im Rahmen des unter 1.3.3.1 beschriebenen anti-inflammatorischen-cholinergen
pathways von pathophysiologischer Bedeutung sein (Pavlov et al. 2003), (Mravec 2007).
Demnach konnte schon unter Basisbedingungen die anti-inflammatorische Wirkung des
Parasympathikus so vermindert sein, dass eine bestehende Entziindung nicht bekampft und
so dauerhaft unterhalten wird. Vorangegangene Studien unterstitzen die Moglichkeit dieser
These. In Blutproben von RA-Patienten konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation der
a7n-Ach-Rezeptoren zu signifikanter Senkung der pro-inflammatorischen TNF-a-Level fuhrte
(Bruchfeld et al. 2010). Am lokalen Ort des Entziindungsgeschehens im Gelenk ist keine
direkte vagale Innervation nachgewiesen. Allerdings wurden auch auf Zellen aus Synovial-
Biopsien a7-nicotinerge Rezeptoren nachgewiesen, deren in vitro Stimulation mit Ach oder
Agonisten ebenfalls zur Senkung der Produktion pro-inflammatorischer Cytokine flihrte
(Waldburger et al. 2008). Es konnte weiter gezeigt werden, dass Manipulationen am anti-
inflammatorischen cholinergen pathway die Aktivitat der Arthritis bei in vitro Experimenten an
Mausen beeinflussen kann: So fuhrte systemische Behandlung mit a-Rezeptor-Agonisten zu
einer Besserung, wohingegen unilaterale cervicale Vagusektomie die Aktivitat der Arthritis

verschlechterte (Koopman und Stoof 2011).



SchlieBlich ist zu bedenken, was nach unserem Wissen bisher in Untersuchungen der ANS-
Stressachse kaum explizit beachtet wurde, aber fur die Schlussfolgerungen bedeutend ist:
RA-Patienten sind stets der chronischen Entzindung als Dauerstressor ausgesetzt. Eine
wirkliche Ruhe-Situation existiert also eigentlich nicht. Im Verhaltnis zur Kontrollgruppe,
welche sich tatsachlich in Ruhe befindet, gleiche (wie in der vorliegenden Arbeit), oder auch
leicht erhdhte absolute Werte der sympathischen Aktivitat, missen dann im Verhaltnis zur
Entziindungssituation bei RA-Patienten bereits als fiir die Immunreaktion inadaquat niedrige
Aktivitat gedeutet werden. Eine erniedrigte parasympathische Aktivitat konnte ebenfalls von
noch gravierender Bedeutung sein. Von diesem Standpunkt ausgehend ist die Reaktion auf

Stress umso interessanter.
Aktivitdt des ANS unter Stressbelastung

Um Aussagen Uber die tatsachliche Reaktionsfahigkeit des ANS auf die Homodostase
stérende Stressoren zu beurteilen und der These zu einem defektem Stresssystem weiter
nachzugehen, wurden Tests zur gezielten Stimulation des ANS durchgefuhrt. Dazu wurde die
seit Jahren etablierte und in vielen Studien verwendete Ewing-Testbatterie (Ewing et al.
1986) mit den drei Untertests zu tiefer Atmung, Valsalva- und Orthostase-Mandver
durchgefuhrt und durch einen vierten Test zur Beurteilung der Reaktion auf milden

psychischen Stress erganzt (van Geenen et al. 2006).
Quantitativer Vergleich

In Auswertung der kardialen Testbatterie als Ganzes zeigten RA-Patienten signifikant
héufiger (39,4%) pathologische Ergebnisse, als OA-Patienten (14%). Dies unterstitzt die
Vermutung, dass eine autonome Dysfunktion in Reaktion auf Stress zur Pathogenese der RA
mit negativen Auswirkungen von Stress auf die Krankheitsaktivitat beitragen konnte.

Genauere Einblicke ermoglichten die Einzeltests.
Qualitativer Vergleich der Absolutwerte und der Differenzen zwischen Ruhe und Stress
Mentaler Stresstest (MST)

Unter mentaler Stressbelastung zeigten die RA-Patienten dieser Studie einen Anstieg der
Herzfrequenz im Vergleich zur Ruhe. Das entspricht dem, was Al Abasi et al. bei Gesunden
als Reaktion auf dem MST beobachten konnten (Al'Absi et al. 1997). Die Herzfrequenz war
dabei fiir RA signifikant héher als bei OA-Patienten, was ein starkeres Uberwiegen des SNS

gegeniber dem PNS in dieser Situation bedeutet.

Die Werte der low-frequency-domain (LF), als Mal3 des Sympathikus, verdnderten sich
Jjedoch nicht signifikant unter mentaler Stressbelastung und waren nicht signifikant

verschieden zwischen beiden Gruppen. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu einer



Beobachtung von Rostrup et al. an 19 gesunden Mannern, welche erhdhte NA- und A-
Konzentrationen als Zeichen einer Aktivierung des SNS in Reaktion auf den MST fanden
(Rostrup et al. 1993). Dieser Unterschied koénnte durch die unterschiedlichen
Untersuchungsgruppen oder durch die verschiedenen Methoden zur Beurteilung der
sympathischen Aktivitat bedingt sein. Dabei ist der MST ein valider und im Rahmen der Mini-
Mental-State-Untersuchungen langjahrig im klinischen Alltag erprobter Test (Folstein et al.
1975). Auch in unserer Studie wurde der Test unter standardisierten Bedingungen unter
Abschirmung jeglicher anderer Reize (Licht, Kalte, Gerausche, physische Belastung durch
Stehen) an einer im Vergleich zu bisherigen Studien fir neurologische Untersuchungen
vergleichsweise hohen Patientenzahl durchgefihrt. Einschrankend ist zu erwahnen, dass
leises Rechnen mit unregelmafiger Kontrolle fir manchen Patienten einen zu leichten
Stressor darstellen kénnte. Auch Unterschiede in den Rechen- Fahigkeiten der einzelnen
Studienteilnehmer koénnten das Ergebnis beeinflusst haben, wobei kein signifikanter
Unterschied zwischen beiden, hinsichtlich dieses Kriteriums zufallig ausgewahlten, Gruppen
anzunehmen ist. SchlieBlich erscheint ein fur RA im Vergleich zu OA nicht signifikant
verschiedener Sympathotonus auch hier verhaltnismagig niedrig, wenn man bedenkt, dass

der mentale Stress fur RA im Gegensatz zur OA zusétzlich zum Entzindungsstress bestand.

Die RMSSD als Mal3 des Parasympathikus sank unter mentalem Stress fiir OA signifikant.
Fir RA hingegen sank sie nicht signifikant im Vergleich zur Ruhe. Die Differenz zwischen
Stress und Ruhe war fur RA im Vergleich zu OA ebenfalls signifikant geringer. Der
Parasympathikus erscheint damit unflexibel in der Reaktion auf mentalen Stress. Das
wiederum konnte indirekt auch ein fir die Stresssituation inadaquat schwacheres Ansteigen

des Sympathikus zur Folge gehabt haben.

In Zusammenschau zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit also eine fir RA verminderte
Flexibilitat des ANS bei Hyporeaktivitat v.a. des Parasympathikus in Reaktion auf mentalen
Stress und einer Tendenz zu Hyoaktivitat des SNS. In einem Review von van Geenen et al.
Uber alle in den letzten 15 Jahren durchgeflihrten Studien zu minor stress fanden sich
lediglich zwei Studien, die die Reaktion auf mentalen Stress fir RA-Patienten untersucht
hatten (van Geenen et al. 2006). Geenen beobachtete die Reaktionen von Herzfrequenz,
Blutdruck und skin conductance und fand, unseren Ergebnissen entsprechend, erniedrigte
autonome Reaktion auf Tests zur kognitiven Diskrimination (Geenen 1996). Perry et al.
fuhrten mit 19 RA-Patienten ebenfalls mental arrithmetic tasks durch, untersuchten
ausschliel3lich die Reaktion der Herzfrequenz und fanden keine Unterschiede zwischen RA
und Gesunden (Perry et al. 1989). Allerdings untersuchten sie nicht gezielt den
Parasympathikus, welcher in unseren Ergebnissen im Vordergrund steht. Weitere Studien an

mehr Patienten mit starkeren Stressoren und der parallelen Kontrolle von RA, OA und



Gesunden waren winschenswert, um die Situation noch besser zu verstehen.
Ewing/ Orthostase-Test

Im Vergleich von Ruhewerten mit Stresswerten war die HRV in beiden Gruppen durch das
Orthostase-Mandver signifikant gesunken, was am ehesten durch die zunachst erhdhte
Herzfrequenz bedingt ist und zeigt, dass der Test in beiden Gruppen unter standardisierten
Bedingungen eine Reaktion des Kdrpers hervorgerufen hat. 26,3% der RA-Patienten hatten
pathologische Testergebnisse. Dagegen zeigten nur 14% der OA-Patienten eine
pathologische 30:15-Ratio. Die absoluten Werte dieser Ratio und des HRV-Index als
Reaktion auf den Orthostase-Stress unterschieden sich jedoch im Mittel nicht signifikant
zwischen den beiden Gruppen. Dies bestatigt Studien anderer Autoren, die ebenfalls
physiologische Reaktion fur RA-Patienten im Orthostase-Test fanden (Toussirot et al. 1993),
(Louthrenoo et al. 1999), (Piha und Voipio-Pulkki 1993), (Vicek et al. 2008). Lediglich Kuis et
al. schlussfolgerten aus einer schwacheren Erhéhung des systemischen GefalRwiderstandes
sowie einem kleineren Anstieg der NA-Konzentrationen im Blut auf pathologische ANS-
Reaktionen bei RA in dieser Situation. Hohe Baseline-NA-Spiegel wurden von diesen
Autoren als Ursache fur die Unflexibilitat der Gefafle und des ANS betrachtet (Kuis et al.
1996). Jedoch galten ihre Beobachtungen bezuglich der SNS-Funktion fir Patienten mit
juveniler Arthritis und nur fiir eine Untergruppe mit hoher Krankheitsaktivitat. Die Arbeit von
Leden et al. bestétigt inaddquate Reaktionen der Herzfrequenz auf Orthostase nur flr
Patienten mit hoher Krankheitsaktivitat (Leden et al. 1983).

tiefe Atmung/ DBT

Signifikant mehr RA- als OA-Patienten unserer Studie zeigten pathologische Ergebnisse im
DBT (51,1% versus 31,6%) und damit pathologisch niedrige Aktivitdt des Parasympathikus
unter Stress. In beiden Gruppen stieg die RMSSD im Vergleich zur Ruhe signifikant, was das
Ansprechen der Probanden auf den Test belegt. Sowohl die absoluten Werte der RMSSD
waren aber fiir RA signifikant niedriger als auch die Differenz zwischen Stressbelastung und
Ruhe tendenziell kleiner (n.s.). Auch die bei RA-Patienten signifikant niedrigere MCR
bestatigte die Hypoaktivitdt des Parasympathikus. Die wenigen bisherigen Studien zur
Belastung von RA-Patienten im DBT sprachen entweder ebenfalls fiur (Louthrenoo et al.
1999) oder gegen (Piha und Voipio-Pulkki 1993) eine pathologische Reaktion. Die
Ergebnisse der vorliegenden Studie stehen eindeutig im Einklang mit Ergebnissen anderer
Teile der noch erweiterten Testbatterie innerhalb unserer Untersuchungen und wurden
zudem mittels gut evaluierter moderner Werte wie RMSSD und MCR beurteilt. Eine
schwachere Atemleistung der RA-Patienten ist nicht anzunehmen, da pulmonale

Erkrankungen zu den Ausschlusskriterien der Studie zahlten. Lediglich die ndtige Mitarbeit



der Patienten kdnnte die Ergebnisse beeinflusst haben.
Valsalva-Test

Auch im Valsalva-Test zeigte sich flir RA-Patienten in der vorliegenden Arbeit signifikant
héufiger ein pathologisches Zusammenspiel von SNS und PNS im Vergleich zu OA-
Patienten (autonome Dysfunktion im Valsalva bei 33.3% der RA-Patienten versus 14% der
OA-Patienten). Dieses Ergebnis entspricht dem anderer Autoren, die mittels klassischer
Ewing-Testsbatterie den Valsalva-Quotienten untersucht hatten (Perry et al. 1989; Toussirot
et al. 1993). Es betont, dass beide Schenkel des ANS im Zusammenspiel unter Stress

inadaquat reagieren.
Messung der sympathischen Sudomotoraktivitat mittels SSR

Zur Vervollstandigung der Untersuchung des ANS bei RA kam neben kardialen Tests die
Messung der autonomen Funktion Uber elektrodermale Reize zur Anwendung.
Interessanterweise zeigte sich auch hier eine fir RA-Patienten signifikant niedrigere Aktivitat
des sympathisch modulierten Sudomotorsystems (z.T. niedrigere Amplituden, klrzere
Latenzen). Dies steht im Einklang mit einer von anderen Autoren gezeigten verminderten
Schweiliproduktion als Reaktion auf intradermale Injektion von Nikotin (Kalliomaki 1963)
oder Ach (Bennet et al. 1965) bei RA-Patienten. Die SSR-Messwerte der vorliegenden
Studie unterschieden sich allerdings nur innerhalb der Normgrenzen zwischen beiden
Gruppen und waren insgesamt flir RA nicht h&ufiger pathologisch als fur OA. Dies war in
einer Studie an einer kleinen Zahl von RA-Patienten (n = 40) ebenfalls gezeigt worden
(Gozke et al. 2003). Dabei ist die SSR ein verlasslicher Marker fur Stérungen kleiner nicht-
myelinisierter sympathischer C-Fasern innerhalb der oberflachlichen Haut und nicht
sympathischer Fasern entlang intramuskularer GefalRe. Letztere sind eher fir systemische
autonome Dysfunktionen, wie Stdrungen der Orthostase, verantwortlich (Shahani et al.
1984). Pathologische SSR-Befunde haben also eher eine Bedeutung flr periphere Prozesse.
Auch ist die Aussage darlber, an welcher Stelle des Reflexbogens (sensible afferente,
zentrale, sympathische efferente Anteile) genau die Storung liegt, nicht sicher zu treffen, da
bis heute die Physiologie hierzu nicht vollstandig verstanden ist (Vetrugno et al. 2003) und
pathologische Befunde bei systemischen autonomen Dysfunktionen, peripherer Neuropathie,
aber auch zentralen Degenerationen, wie bei Morbus Alzheimer auftreten (Caccia et al.
1991), (Linden et al. 1995), (lligens et al. 2009). Hierzu koénnte die invasive
Mikroneurographie genauer Auskunft geben. Degeneration von sympathischen Nervenfasern
oder Mitbeteiligung sensibler Nerven im Rahmen einer peripheren Neuropathie bei RA
konnten die Ergebnisse auch in unserer Arbeit mitbestimmen. Bennet et al. zeigten, dass

durch autonome Stdrung bedingter Schweilverlust bei RA-Patienten meist gemeinsam mit



sensiblen Ausfallen auftritt. Allerdings hatten auch 2 von 8 Patienten Schweil3ausfalle ohne
jegliche Zeichen von sensorischer Neuropathie, was als eigenstandige klinische Bedeutung
der autonomen Neuropathie gedeutet wurde (Bennet et al. 1965). Diese Punkte schranken
die Interpretationsmoglichkeiten der SSR bezuglich allgemeiner ANS-Funktion bei RA-
Patienten ein. Bezlglich der Durchfihrung wurden in der vorliegenden Arbeit samtliche
Einflussfaktoren wie Umgebungs- und Hauttemperatur, Habituation, Starke des Stimulus,
circardiane Rhythmik und Alter optimiert bzw. kontrolliert (siehe 2.3.4.1). Nicht zu
beeinflussen war allerdings die Abhangigkeit von mentalem und emotionalem Zustand. Hohe
Aufregung koénnte zu falsch hohen Werten gefihrt haben (Vetrugno et al. 2003). Die
vorliegende Arbeit zeigte jedoch interessanterweise einen signifikanten Zusammenhang
zwischen klinischen Zeichen der Krankheitsaktivitdt (mehr Erosionen, héhere CRP-Werte)
und langeren Latenzen, bzw. niedrigeren Amplituden der sympathischen Hautantwort bei
RA-Patienten. Die Messung der Sudomotoraktivitat kdnnte daher als klinischer Marker fir
Krankheitsprogression genutzt werden. Auf Grund dessen und wegen der im klinischen
Setting einfach durchzufihrenden und nicht-invasiven Technik, erscheint die SSR-Messung

als gute Erganzung zur Beurteilung der ANS-Funktion bei RA.
Zusammenschau der Tests

Zusammenfassend lasst sich flr die Aktivitdt des ANS unter Stressbelastung Folgendes
festhalten: Die Aktivitdt des PNS ist unter Stress signifikant verringert. Zusatzlich konnte
eindeutig eine signifikante Hyporeaktivitdt gezeigt werden. Das SNS zeigt bei alleiniger
Betrachtung keine signifikanten Unterschiede zu OA in Reaktion auf Stress. Jedoch
erscheint sie wegen des bereits dauerhaft vorhandenen Entzindungsstresses fur RA im
Verhaltnis zur Situation als tendenziell hypoaktiv. Zudem ist das Zusammenspiel beider
Schenkel des ANS gestort (Herzfrequenz im MST, Valsalva). Prinzipiell reagieren die beiden
Schenkel nicht unabhangig voneinander, sodass bei verminderter PNS-Reaktivitat auch eine

im Verhaltnis inadaquate Aktivitdt des SNS unter Stress anzunehmen ist.

Entsprechend der Ausflihrungen zu den Ruheuntersuchungen konnte ein solches
hypoaktives Stresssystem gro3e pathophysiologische Bedeutung haben. Experimentelle
Beobachtungen zeigen, dass F344 Ratten mit hyperaktivem Stresssystem resistent gegen
experimentelle Induktion von Th1-Erkrankungen einschlie3lich Arthritis sind (Wilder 1995);
(Bellinger et al. 2008). Bellinger et al. postulierten, dass ein hypoaktives SNS unter Stress zu
erniedrigter Hemmung der TH1-Zellen beitragt und damit den Shift zur anti-
inflammatorischen TH2-Strecke verhindert (Bellinger et al. 2008). Unsere Untersuchungen
betonen die Rolle des PNS, welches bisher in den meisten Studien zu neuro-immun-
modulatorischen Zusammenhangen wenig und nur unabhangig vom SNS betrachtet wurde.

Das System der RA-Patienten scheint nicht fahig, auf Stress hin seine PNS-Aktivitat adaquat



anzupassen. Zum einen konnte dadurch die Aktivitat des SNS negativ beeinflusst werden.
Zum anderen konnte nicht nur eine erniedrigte Aktivitat des PNS unter Basisbedingungen,
sondern auch eine Hyporeaktivitat auf zusatzlichen Stress eine Schwache des anti-
inflammatorischen cholinergen pathways bedingen und so die Krankheitssituation
verschlechtern. Tatsachlich konnten unsere Untersuchungen einen Zusammenhang
zwischen der ANS-Dysfunktion und der Krankheitsaktivitat zeigen. Dazu mehr bei der
Beantwortung der letzten Frage der vorliegenden Arbeit. Zunachst die Frage nach den

B2ARs als Schnittstelle zwischen ANS und Immunsystem:

2. Gibt es bei Patienten mit RA im Vergleich zu Kontrollen unterschiedliche 2AR-Gen-

Polymorphismen? Und:

Gibt es bei der RA einen Zusammenhang zwischen autonomer Regulation bzw.

Stressantwort und Rezeptor-Polymorphismen?
Charakterisierung der Gen-Polymorphismen der B2ARs als Teil des SNS

Die RA war in der vorliegenden Studie signifikant mit gehduftem Auftreten von Arg-Allelen
sowie Arg16Gly assoziiert. Dies unterstiitzt Ergebnisse von Malysheva et al. (Malysheva et
al. 2008). Bezulglich des Codon 27 waren RA-Patienten signifikant haufiger heterozygot fir
Glu27GIn im Vergleich zu Gesunden, was im Einklang mit der zweiten hierzu bereits
existierenden Studie von Xu et al. steht (Xu et al. 2005). Des weiteren zeigten sich erstmals
fur RA-Patienten signifikant haufiger Heterozygotie flir Thr164lle und signifikant mehr lle-
Allele als fUr die gesunde Kontrollgruppe. Xu et al. hatten diese Position nicht untersucht (Xu
et al. 2005). Der in unserer Studie erstmals durchgefiihrte Vergleich der Gen-
Polymorphismen zwischen RA und OA ergab interessanterweise, dass kein einziger Patient
mit OA Arg16Arg-homozygot war. Ansonsten gab es keine signifikanten Unterschiede
zwischen RA und OA. Da die Probandenzahl der Kontrollgruppe aus OA-Patienten flr
allgemeine Aussagen zur Genetik jedoch sehr klein war, ist ein unseren Untersuchungen zu
Grunde liegender Zufall nicht auszuschlieRBen. Hier bedarf es noch weiterer Forschung.
Insgesamt zeigten sich v.a. im Vergleich zu Gesunden mit der RA assoziierte
Polymorphismen, welche einen weiteren Beitrag zum genetischen Hintergrund der

Erkrankung leisten kdnnten.

Daraus ergab sich die Frage, ob B2AR-Polymorphismen als ein Teil des ANS, welcher sich
direkt an der Schnittstelle zwischen autonomen Transmittern und u.a. Herz- aber auch
Immunzellen befindet, einen funktionellen Beitrag zum Zusammenhang zwischen autonomer
Dysregulation und letztendlich pro-inflammatorischer Reaktion leisten kénnten. Dazu wurden
innerhalb der RA-Gruppe Untergruppen mit den verschiedenen Polymorphismen beziglich

ihrer neurologischen Daten verglichen.



Korrelation von HRV-Parametern und Gen-Polymorphismen

Prinzipiell ist ein Einfluss der B2AR-Polymorphismen auf immunmodulatorische Effekte der
Katecholamine nach der bisherigen Forschung an verschiedenen anderen Krankheiten aus
zwei Grunden denkbar: Zum einen sind funktionelle Unterschiede einiger Polymorphismen
bezlglich ihrer Sensitivitat fiir Katecholamine anzunehmen (Green et al. 1993). Zum anderen
konnen sie die Rezeptor-Expression auf Immunzellen beeinflussen (McGraw et al. 1998).
Die Gly16-Variante flhrt in vitro in glatten Muskelzellen menschlicher Atemwege und
Fibroblasten von Hamstern zu starkerer Down-Regulation des Rezeptors nach Agonist-
Stimulation, als die Arg16-Variante (Brodde et al. 2005). Dies spricht fur eine verminderte
Down-Regulation der Rezeptoren bei laut unseren Ergebnissen fir RA typischen
Polymorphismen. Das steht zunachst im Widerspruch zu bei RA insgesamt verminderter
Dichte von B2ARs im Verlauf der Erkrankung, welche auch zu erhéhter Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine fuhrt (Wahle et al. 2005). Allerdings tritt bei RA besonders die
heterozygote Variante des Gens auf, weshalb zu spekulieren ware, dass nur der fir die
Down-Regulation resistente Teil der Rezeptoren ,ubrig bleibt* und dann in so geringer Zahl
letztendlich durch niedrige Dosen von wirkendem NA fiir pro-inflammatorische Effekte sorgt.
Daneben kdnnte die unterschiedliche Sensitivitat der Rezeptoren eine wichtige Rolle spielen.
Da Gly16 Rezeptoren verstarkt down-reguliert werden (Brodde et al. 2005), ist auch eine
erhdhte Sensitivitat fur NA denkbar. Dann kdnnte NA starker auf die mit diesen Rezeptoren
besetzten Th1-Zellen wirken und so die Produktion inflammatorischer Zytokine durch diese
hemmen. Diese Annahme wird durch die Beobachtung neuerer Studien unterstitzt, die
zeigten dass Homozygotie fur Gly16 mit schweren Asthmaverlaufen (im Sinne der
Notwendigkeit von Kortikoid- oder Immuntherapie) und erhdéhtem Risiko fur nachtliche
Asthmasymptome einhergeht (Ramsay et al. 1999), (Turki et al. 1995). Asthma ist eine Th2-
gewichtete Krankheit. Hingegen konnten die weniger down-regulierten Arg16-Rezeptor-
Varianten weniger sensitiv auf Katecholamine sein, somit eine Hemmung der pro-
inflammatorischen Th1-Antwort durch NA verhindern und zu einer TH1-gewichteten
Erkrankung wie der RA flhren. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Arg16 gehauft zu
Th1-vermittelter Tachyphylaxie fuhrt (Liggett et al. 2000), (Malysheva et al. 2008). Die
Ergebnisse passen auch zu den neuerdings verstarkt in den Fokus gerlckten Betrachtungen
zu den gegensatzlichen Wirkungen von NA in verschiedenen Krankheitsstadien (Bellinger et
al. 2008). Am Anfang der Erkrankung wenig down-regulierte Arg16-Rezeptor-Varianten
kénnten durch zu diesem Zeitpunkt pro-inflammatorische Wirkungen von NA einen
permissiven Effekt fiur die Entstehung der Krankheit haben. Dies passt auch zur
beobachteten Tendenz zu friherem Alter bei Erstdiagnose fur Arg16Gly-Trager im Vergleich

zu Gly16Gly-Tragern. Spater kénnten die dann in etwas kleinerer Zahl vorhandenen und



gleichzeitig eventuell weniger sensitiven Rezeptoren anti-inflammatorische Effekte von NA
verhindern. Rezeptoren mit Glu27 erscheinen ebenfalls resistent gegen Down-Regulation in
vitro an Hamster-Fibroblasten (Green et al. 1994). Ahnliche Mechanismen wie fiir Codon 16
konnten eine Rolle spielen. Schliellich kénnte auch die in unserer Arbeit gezeigte
Assoziation zwischen RA und Thr164lle-Rezeptor-Polymorphismen fir die Pathogenese der
RA von Bedeutung sein. In vitro wurde fir Thr164lle eine erniedrigte Affinitat fur
Katecholamine gefunden (Green et al. 1993). Auch in vivo zeigen sich verringerte Antworten
des Herzens auf Agonist-Stimulation bei Menschen mit Heterozygotie fiir Thr164lle (Bruck et
al. 2003). Es besteht eine Assoziation zwischen Thr164lle und erhéhtem systolischen und
diastolischen Blutdruck (Thomsen et al. 2011). Es kann also spekuliert werden, dass eine
verminderte Sensitivitdt der mit Rezeptoren dieses Polymorphismus besetzten Th1-Zellen
die Wirkung von NA abschwacht und so zum Th1-Shift bei RA beitragt. Letztendlich basieren
viele dieser Uberlegungen auf Modellen aus anderen Krankheiten, bleiben fir die RA
spekulativ und bedlrfen weitere gezielter Forschung an RA-Modellen in vitro oder in
klinischen Studien. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals fir die RA nach einem
Zusammenhang zwischen den mit der Krankheit assoziierten Polymorphismen und den Gber

die HRV gemessenen Daten zur autonomen Aktivitat gesucht:

Fir die Ruheuntersuchungen lieRen sich keine signifikanten Zusammenhange zeigen. Bei
den Untersuchungen unter Stress ergaben sich interessante Tendenzen. Der LF/HF-Quotient
(Marker fiir das Uberwiegen des SNS gegeniiber dem PNS bei zu niedriger PNS-Aktivitat)
war unter mentaler Stressbelastung fur Arg16-Homozygote hoher als fur andere Gen-
Varianten. Dieser Polymorphismus ist gehauft mit RA assoziiert. Das ist besonders
interessant, da ein solch erhdhter Quotient auch signifikant mit héherer Krankheitsaktivitat
assoziiert war. Die SNS-Aktivitat (LF) dieser Patienten nahm auflerdem unter mentaler
Stressbelastung ab, statt zu steigen, wie in den anderen Gruppen mit fir RA selteneren
Polymorphismen. Die Arg16Arg-Variante des Gens konnte also tendenziell mit der
Hypoaktivitat des SNS-Stresssystems assoziiert sein. Eine niedrigere Sensitivitat dieses
Rezeptors fur NA (Brodde et al. 2005) kénnte dies bedingen. Auch die mit RA-assoziierten
Polymorphismen Thr164lle (vergleichsweise niedrige LF-Werte im MST) und lle164lle
(niedrigere HRV in MST und Valsalva) zeigten Tendenzen zu einer Assoziation mit einem
hypoaktivem SNS. Ein Einfluss der Polymorphismen auf Effekte des ANS auf Herz und
Immunsystem lasst sich aber bestenfalls vermuten. Die Tendenzen waren nicht signifikant.
Das koénnte zum einen daran liegen, dass die Schlussfolgerungen in unserer Arbeit Uber
Effekte an den Rezeptoren des Herzens getroffen wurden und in anderem Mileau aus
umgebenden Transmittern und Zytokinen auf Immunzellen doch Gber andere Mechanismen

wirken konnte. Ein Zusammenhang zwischen Polymorphismen und (ber Immunzellen



vermittelte Entzindungsaktivitat wirde sich dann eventuell nicht in einem Zusammenhang
zwischen HRV-Werten und Polymorphismen widerspiegeln. Es konnte sich auch um einen
Fehler zweiter Art handeln, der v.a. durch fir die Genetik niedrige Fallzahlen fir den

Vergleich zu Stande gekommen sein konnte.

Wenige andere Arbeiten hatten fir RA einen Zusammenhang zwischen [(2AR-
Polymorphismen und der Wirkung auf Herz, GefalRe und Krankheitsbeginn gezeigt: Arg16-
Trager zeigen haufiger arterielle Hypertonie. Das Alter bei Erstdiagnose scheint friher
(Malysheva et al. 2008). Unsere Arbeit hat erstmalig ANS-Funktion und Verteilung von
B2ARs sowie deren Zusammenhang zu Klinik und ANS an ein und den selben Patienten
umfassend untersucht. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen mittels HRV gemessener
ANS-Funktion und Polymorphismen konnte jedoch nicht gezeigt werden. Weitere Forschung
an mehr Patienten, im Vergleich zwischen RA und Gesunden, aber auch mehr OA-Patienten
sowie an experimentellen Modellen, bei denen ANS-Effekte direkt an Entziindungszellen
(nicht indirekt Uber das Herz) gemessen und in Zusammenhang mit Polymorphismen
untersucht werden, konnten Aufschluss bringen. Solch weitere Forschung konnte
lohnenswert sein, denn interessanterweise konnten unsere Ergebnisse eine direkte klinische
Bedeutung sowohl der bereits diskutierten Dysfunktion des ANS in Ruhe und in Reaktion auf

Stress, als auch der Rezeptor-Polymorphismen zeigen:

3. Gibt es einen Zusammenhang zwischen klinischen Daten und autonomer Aktivitat

bzw. B2AR-Polymorphismen bei RA-Patienten?
HRYV und klinische Parameter

Patienten mit hoher Krankheitsaktivitdt (DAS > 5,1) zeigten in 54,5% pathologische
Gesamttest-Ergebnisse, wohingegen nur 33,3% der Patienten in Remission (DAS < 2,6)
pathologische Werte hatten. Dies steht im Einklang mit Ergebnissen von Anichkov et al.,
welche einen signifikanten Zusammenhang zwischen niedrigen HRV-Parametern und hoher
Krankheitsaktivitat gezeigt hatten (Anichkov et al. 2007). In unserer Arbeit zeigten Patienten
mit hoher Krankheitsaktivitat (DAS > 5,1) signifikant niedrigere parasympathische Aktivitat
(HF) in Ruhe, als Patienten mit niedriger Krankehitsaktivitat (DAS 2,6- 3,2). Auch Goldstein
et al. untersuchten die parasympathische Aktivitat bei RA-Patienten in Ruhe mit Werten aus
frequency (HF)-und time(RMSSD)-domain und fanden ebenfalls einen Zusammenhang
zwischen DAS und niedriger PNS-Aktivitdt, allerdings nur, wenn sie die gesunde
Kontrollgruppe in den Vergleich mit einbezogen (Goldstein und Bruchfeld 2007). AuRerdem
fanden sie einen signifikanten Zusammenhang zwischen erniedrigter PNS-Aktivitat und
erhohter Produktion des fir die RA bedeutenden Zytokins High Mobility Group Box-1

(Goldstein und Bruchfeld 2007). Holman et al. untersuchten in Ihrer Studie den



Zusammenhang zwischen HRV-Parametern und dem Ansprechen auf eine anti-TNF-
Therapie (beurteilt anhand das DAS28) und konnten zeigen, dass ein schlechtes Therapie-
Ansprechen mit niedriger PNS-Aktivitdt einhergeht (Holman und Edmund 2008). Unsere
Daten unterstitzen die Vermutung, dass eine erniedrigte PNS-Aktivitdt einen wichtigen
Beitrag zur Pathogenese der RA beim Menschen leisten kdnnte. Weiter zeigten Patienten mit
hoher Krankheitsaktivitat (DAS > 5,1) signifikant hohere LF/HF-Quotienten, als Patienten mit
niedriger Krankheitsaktivitat (DAS 2,6- 3,2). Der Sympathikus Uberwog bei hdherer
Krankheitsaktivitat starker dem Parasympathikus. Das Zusammenspiel beider Schenkel war
inadaquat. Dass dieser Unterschied auch unter mentaler Stressbelastung bestehen blieb,
I&sst sich am ehesten dadurch erklaren, dass die Aktivitat des ANS insgesamt in Reaktion
auf Stress unflexibel war und sich daher im Vergleich zur Ruhe in allen Gruppen nur wenig
anderte. Auch Kuis et al. hatten nur fir Patienten mit aktiver Krankheit (definiert durch
Gelenkschwellungen, Bewegungseinschrankung, erhdhte Temperatur oder Schmerz)
autonome Dysfunktionen im Vergleich zu Gesunden festgestellt (Kuis et al. 1996). Andere
Studien sprechen gegen einen Zusammenhang zur Klinik und schliellen daher auf eine nur
subklinische Bedeutung der autonomen Dysfunktionen. Diese Studien hatten allerdings nur
Patienten mit gerade diagnostizierter RA untersucht (Dekkers et al. 2004) oder
ausschlie8lich die Ewing-Testbatterie ohne moderne HRV-Messungen genutzt (Louthrenoo
et al. 1999), (Toussirot et al. 1993). Auch wurden zur Beurteilung der Krankheitsaktivitat
verschiedene Kriterien herangezogen. In unsere Studie wurde mit Hilfe des DAS-Scores ein
breites Band aus subjektiven und objektiven Malien verwendet. Eine klinische Bedeutung

der autonomen Dysfunktion konnte damit gezeigt werden.
B2AR-Gen-Polymorphismen bei RA und Klinik

Sollten die mit RA assoziierten B2AR-Gen-Polymorphismen als Teil des ANS ebenfalls einen
Beitrag zur Pathogenese der Krankheit leisten, so missten sich auch die verschiedenen
Gen-Varianten im Krankheitsverlauf der jeweiligen Patienten widerspiegeln. Daher wurde
innerhalb der RA-Gruppe untersucht, ob Zusammenhange zwischen jeweiligem
Polymorphismus und klinischen Parametern bestehen. Tatsachlich zeigten die bei RA
signifikant haufiger vorkommenden Arg-Carrier einen Trend zu héheren CRP-Werten und in
Heterozygotie mit Arg16Gly ein tendenziell friiheres Alter bei Erstdiagnose (n.s.). Dies war
nicht signifikant, entspricht aber Daten von Malysheva et al., die eine positive Assoziation
zwischen Arg-Carriern und frihem Alter bei Erstdiagnose sowie signifikant héheren anti-
CCP-AK zeigen konnten (Malysheva et al. 2008). Die vorliegende Arbeit erbrachte v.A. einen
signifikanten Zusammenhang zwischen Polymorphismen des Codons 27 und der
Krankheitsaktivitdt. Die bei Gesunden signifikant haufiger auftretenden GIn27GIn-

Homozygoten gingen auch bei RA-Patienten mit signifikant niedrigeren DAS-Werten einher



als Glu17Glu-Trager. Auch die haufiger mit RA assoziierten Heterozygoten mit GIn27Glu
zeigten hohere DAS-Werte als GIn-Homozygote.

Allgemeine und klinische Bedeutung der Ergebnisse

Die Bedeutung der vorliegenden Ergebnisse lasst sich schlieRlich in folgenden Punkten

zusammenfassen:

1. Die gezeigten Erkenntnisse ermdglichen tiefere Einblicke in die noch weitgehend
ungeklarte Pathogenese und Atiologie der RA. Das (ibergeordnete Ziel der Arbeit war die
genauere Charakterisierung des ANS von RA-Patienten in Ruhe sowie unter
Stresseinwirkung. Abbildung 23 fasst die signifikanten Ergebnisse hierzu nocheinmal

Zzusammen.

SNS o/ B2ARs

1 im Verhaltnis zum PNS haufiger Arg-Carrier
> assoziiert mit 1 DAS halfiger heterozygot an Aminosaure-
Positionen 16, 27 und 164 (Vgl. mit

PNS »L Gesunden)

A . » Assoziation zwischen 1 DAS und
» assoziiert mit 1 DAS mit RA assoziiertem
Polymorphismus an Position 27

Aktivitatin Ruhe | Das ANS bei

Aktivitat/ RA- Patienten
Reaktion auf Stress

PNS | Pathologische

Hypoaktivitat in allen

PNS-Tests SNS Gesamttests T

Hyporeaktivitat im MST - _ » 33,3 % pathologisch
> Uberwiegen des SNS bei DAS < 2.6 versus

im MST assoziiert mit 54,5 % pathologisch
1 DAS bei DAS > 5,1

Abb. 23: Signifikante Veranderungen der Aktivitat des autonomen Nervensystems (ANS) bei
RA-Patienten im Vergleich zu OA-Patienten und die Zusammenhédnge zur Krankheitsaktivitét
(DAS = disease aktivity score; MST = mental stress test; 1/|/<= Aktivitat erhéht/erniedrigt/gleich)

Insgesamt ist die Aktivitdt des ANS bei RA im Vergleich zu OA als inadaquat in Ruhe und in
Reaktion auf Stress zu charakterisieren. Dies konnte durch inadaquate Dosen von
Katecholaminen sowie im Rahmen eines hypoaktivem anti-inflammatorischen cholinergen

pathways von pathophysiologischer Bedeutung sein. Als Teil einer defekten stress response



konnte die Dysfunkion des ANS zur gestorten Homoostase bei RA beitragen.

2. Die Messung der autonomen Aktivitat mit Hilfe der Herzratenvariabilitdt erbrachte
interessante Zusammenhange zur Krankheitsaktivitat der RA-Patienten. Da es sich um eine
im klinischen Setting unkompliziert anzuwendende Methode handelt, kdnnten einige Werte
fur die direkte Patientenversorgung als Marker fir die Krankheitsaktivitat (hoher DAS bei

hohen LF/HF-Quotienten oder niedrigen HF-Werten) Verwendung finden.

3. SchlieBlich kénnten sich langfristig neue Therapieoptionen ergeben. Ein Therapieziel
hierbei ware die Wiederherstellung der Balance des ANS, z.B. lber eine gezielte
Beeinflussung der B2ARs als Schnittstelle zwischen ANS und IS. Die vorliegende Arbeit
bekraftigt die Annahme eines Beitrags von Gen-Polymorphismen der B2ARs zur
Pathogenese dieser Autoimmunerkrankung. Experimentelle Studien mit Agonisten und
Antagonisten an B2ARs erbrachten bisher widerspriichliche Ergebnisse (Koopman und Stoof
2011), (Bellinger et al. 2008). Neue experimentelle Studien zur Auswirkung von Agonist- oder
Antagonist-Stimulation, welche nicht nur verschiedene Wirkungen zu verschiedenen
Krankheitsstadien, sondern auch die verschiedenen genetischen Rezeptor-Varianten fir RA
beachten, kdnnten wertvolle neue Erkenntnisse bringen. AuRerdem betonten die Ergebnisse
unserer Studie die Bedeutung einer Dysfunktion des Parasympathikus und stehen damit im
Einklang mit bereits verdffentlichen Experimenten: Agonisten fiir a7n-Ach-Rezeptoren
mildern z.B. signifikant Kollagen-induzierte Arthritis im Tierexperiment mit Mausen (van
Maanen et al. 2010). Auch an Blutproben von 13 RA-Patienten konnten Ach-Agonisten die
Produktion von anti-TNF signifikant senken (Bruchfeld et al. 2010). Unsere Arbeit bestarkt

den Nutzen weiterer Forschung an diesem Punkt, um derartige Ergebnisse zu erharten.

SchlieBlich bleibt die Erkenntnis zum Stress. Wie einleitend dargestellt, ist das ANS ein
zentraler Vermittler einer adaquaten Stressantwort und somit zu einem bedeutenden Anteil
an der Wiederherstellung der Homdostase des Korpers beteiligt. Das ANS der RA-Patienten
kann im Zusammenspiel mit den anderen Organsystemen des Korpers, wie dem
Immunsystem, nicht adaquat auf Stress reagieren. Erganzend zu allen Therapieoptionen der
heutigen Zeit erscheint Stresspravention damit fir RA-Patienten als eine sinnvolle
Méglichkeit.. Meditation (Pradhan et al. 2007), Tai Chi (Wang 2011), Yoga (Bosch et al.
2009), gesunde Erndhrung und Sport (Review bei Malysheva et al. 2010) kénnten die
ohnehin durch die Krankheit gestressten Patienten (Bugajska et al. 2010) von zusatzlichem

Alltagsstress befreien und ihre Lebensqualitat verbessern.
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Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch-entziindliche Systemerkrankung, deren
multifaktorielle Atiologie und Pathogenese noch weitgehend unbekannt sind. Neben dem
Immunsystem spielt u.a. das autonome Nervensystem (ANS) eine Rolle. Zwischen beiden
Systemen bestehen enge anatomische und funktionelle Verbindungen. Vor einem
permissivem genetischen Hintergrund werden zudem verschiedene Umweltfaktoren
diskutiert, die Beginn und Verlauf der Autoimmunkrankheit mitbestimmen konnten. Mehrere
Studien der letzten Jahre konnten einen negativen Einfluss von mildem Stress auf die
Krankheitsaktivitat belegen. Stress stért das innere Gleichgewicht, die Homdostase. In einem
gesunden Korper kann diese durch eine intakte Stressantwort, welche durch zentrales
Nervensystem, Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden/-Gonaden-Achse und ANS
vermittelt wird, schnell wieder hergestellt werden. Aktuelle Studien weisen fur die RA jedoch
auf Dysregulationen neuro-endokriner-immunologischer Interaktionen hin, wobei besonders

bezlglich der Rolle des ANS noch Vieles unbekannt oder widersprtchlich ist.

Die vorliegende Arbeit hatte daher zum Ziel das ANS sowie Gen-Polymorphismen [(2-
adrenerger Rezeptoren (B2ARs) bei Patienten mit RA genauer zu charakterisieren. Sie ging
der These nach, dass autonome Dysregulationen in Ruhe und in Reaktion auf Stress

bestehen, welche den Krankheitsverlauf sowie Auswirkungen von Stress auf die Krankheit



mitbestimmen.

Dazu wurden in einer prospektiven Querschnittsstudie von allen Patienten aktuelle klinische
Parameter zur Krankheitsaktivitat (z.B. disease activity score= DAS), mittels PCR Gen-
Polymorphismen sowie neurologische Funktionsparameter erhoben und schliel3lich alle
Daten auf mogliche Zusammenhange hin untersucht. Der neurologischen
Funktionsdiagnostik lag das Prinzip zu Grunde indirekt, Gber die Messung von Effekten des
ANS auf Effektororgane wie Herz (Herzratenvariabilititsmessung= HRV) und Haut (Messung
sympathischer Hautantwort auf Stromreiz= SSR), auf die autonome Aktivitat zu
schlussfolgern. Die Messungen erfolgte in Ruhe und unter Stressbelastung durch mentalen
Stress beim Rechnen oder physischen Stress durch Orthostase-Test, Valsalva-Test und tiefe
Atmung, was die einzelnen Schenkel des ANS gezielt stimulieren sollte. Folgenden Fragen

wurde nachgegangen:
1. Haben Patienten mit RA autonome Regulationsstérungen?

RA-Patienten zeigten bereits unter Basisbedingungen eine signifikant erhéhte Herzfrequenz
(p = 0,008), was fir eine im Verhaltnis zum Parasympathikus tberwiegende Sympathikus-
Aktivitat spricht, sowie eine signifikant erniedrigte Parasympathikus-Aktivitat (p =0,038).
Weiterhin hatten RA-Patienten signifikant haufiger pathologische Reaktionen auf Stresstests
(p =0,003). Dabei war im Einzelnen sowohl der Valsalva-Test, welcher beide Schenkel des
ANS stimuliert, als auch der Atemtest zur Stimulation des Parasympathikus signifikant
haufiger pathologisch (p=0,024/ 0,045). Qualitativ betrachtet war die Reaktion des ANS der
RA-Patienten v.a. durch signifikante Hypoaktivitdt des Parasympathikus (RMSSD: p= 0,011)
gekennzeichnet. Zur Beurteilung der Reaktivitdt des ANS wurden Differenzen aus Stress-
und Ruhe-Parametern zwischen RA und OA verglichen. Hier zeigte sich eine signifikante

Hyporeaktivitdt des Parasympathikus (Differenz RMSSD mentaler Stress- Ruhe; p= 0,03).

Die Latenzen und Amplituden der sympathischen Hautantwort (SSR) befanden sich

innerhalb der Normgrenzen.

Zusammenfassend ist die Aktivitat des ANS bei RA-Patienten als inadaquat in Ruhe und in

seiner Reaktion auf Stress zu charakterisieren.

2. Gibt es bei Patienten mit RA im Vergleich zu Kontrollen eine unterschiedliche
Verteilung von Gen-Polymorphismen im $2AR? Diese Rezeptoren befinden sich u.a.
auf den in der Immunpathogenese der Krankheit zentralen Th1-Zellen und bilden
somit eine direkte Schnittstelle zwischen ANS und Immunsystem. Daher weiter die
Frage: Gibt es einen Zusammenhang zwischen autonomer Regulation und Rezeptor-

Polymorphismen?

Die Verteilung der Gen-Polymorphismen der B2ARs auf Chromosom 5 q 31-32 ergab an



allen relevanten Aminosaurepositionen (16, 27, 164) signifikante Unterschiede zwischen RA
und Gesunden und konnte damit einen zusatzlichen Beitrag zum genetischen Hintergrund
der Krankheit leisten. RA-Patienten sind signifikant haufiger heterozygot fir Arg16Gly (p<
0,0001) und signifikant haufiger Arg-Carrier (p< 0,0001). Desweiteren zeigen sie sich
signifikant haufiger heterozygot fir GIn27Glu (p= 0,04) und Thr164lle (p< 0,001) als
Gesunde. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen Polymorphismen und HRV-Messdaten

ergab sich nicht.

3. Gibt es einen Zusammenhang zwischen klinischen Daten und autonomer Aktivitat
bzw. B2AR-Polymorphismen bei RA-Patienten, welche eine klinische Relevanz einer

autonomen Dysfunktion vermuten lassen?

Sowohl autonome Funktionsparameter aus HRV-Tests (HF; LF/HF-Quotient) als auch mit RA
assoziierte Polymorphismen korrelierten signifikant mit der Krankheitsaktivitat der RA-
Patienten. GIn27GlIn (signifikant haufiger bei Gesunden) war signifikant mit niedrigerem DAS
assoziiert. Ein starkes Uberwiegen des SNS in Ruhe sowie eine niedrige parasympathische
Aktivitat gingen mit hoher Krankheitsaktivitat einher. Auch waren hohe Latenzen und niedrige
Amplituden im SSR-Test signifikant mit hoheren Entzindungsmarkern (Erosionen, CRP)
assoziiert. Damit wurde die klinische Relevanz der beobachteten autonomen Dysfunktion

gezeigt.

Die vorliegenden Daten ermdglichen einen weiteren Einblick in die ungeklarte Pathogenese
der RA. Sie erharten die These, dass autonome Dysregulationen im Sinne von Hypoaktivitat
in Ruhe und Hyporeaktivitat der autonomen Stressantwort zum Krankheitsverlauf bei RA
beitragen kénnten. Der Sympathikus koénnte sich dber im Verhaltnis zur
Entzindungssituation inadaquate NA-Dosen oder veranderte Interaktion mit polymorphen
B2AR negativ auf die Krankheitsaktivitat auswirken. Der Parasympathikus konnte im
Rahmen eines hypoaktivem anti-inflammatorischen cholinergen pathways von
pathophysiologischer Bedeutung sein. Die Bedeutung der autonomen Dysregulation sowie
der mit RA assoziierten Rezeptor-Polymorphismen wurde zudem durch die gezeigte
klinische Relevanz unterstrichen. Schon jetzt kdnnten HRV-Parameter im klinischen Setting
als Marker fir Krankheitsaktivitat getestet werden und es lasst sich die therapeutische
Konsequenz ziehen, dass gezielte Stressbewaltigungsprogramme die Lebensqualitat von
Patienten verbessern kdnnten. Weitere Zellversuche und in-vivo-Studien an mehr Patienten
konnten tiefere Einblicke in die Rolle des ANS bei der Pathogenese der RA ermdoglichen und

neue Optionen zur Diagnostik und Therapie der Krankheit eréffnen.
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9. Anlagen

9.1 Die neurologischen Messwerte und ihre Bedeutung

Parameter

Bedeutung

Herzratenvariabilitatsmessungen (HRV):

fir Ruhe und mental stress test (MST)

frequency domain:

HF = high frequency
LF = low frequency
LF/HF

TP = total power
time domain:
RMSSD

geometric measure:
HRV- Index

= Ruhe und Test unter SNS-Stimulation

Parasympathikus

Sympathikus

Balance  zwischen Parasympathikus und
Sympathikus

Gesamt-Power des ANS

Parasympathikus

Herzratenvariabilitat

fir den Orthostase-Test (Ewing)
30:15 Ratio

= Test unter Parasympathikus-Stimulation
max. RR-Intervall wahrend der Bradykardie/

max. RR-Intervall wahrend der Tachykardie

fur den deap breathing test (DBT)
E:lI-Ratio

VK = Variationskoeffizient

MCR = Mean Circular Resultant

= Test unter Parasympathikus-Stimulation

max. RR-Intervall wahrend Expiration/ max. RR-
Intervall wahrend Inspiration
Standardabweichung von 150 artefaktfreien RR-
Intervallen/ durchschnittliche Lange der RR-
Intervalle

Auswertung der Verteilung der RR-Intervalle
eines Atemzyklus auf einer kreisformigen

Zeitachse

fur den Valsalva- Test

Valsalva-Quotient

= Test fir Beurteilung des Zusammenspiels von
Sympathikus und Parasympathikus
max.RR-Intervall wahrend der Bradykardie/max.

RR-Intervall wahrend der Tachykardie

Sympathische Hautantwort (SSR):

= Test fiir sympathisches System

PO = Potentialabgang = Latenz

Amplitude

Zeit vom Stromreiz bis zum messbaren
Hautpotential
max./min. Starke der Hautantwort in mV
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