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1. Einleitung 

 

1.1. Fragestellung 

 
Chronisch entzündliche sowie autoimmun-assoziierte Erkrankungen stehen meist im Zusam-

menhang mit einer Dysbiose des ortsständigen Mikrobioms und somit einer Imbalance der 

natürlichen mikrobiellen Zusammensetzung an mukosalen Grenzflächen.  

Die Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) ist definiert als eine systemische Autoimmunerkran-

kung, deren Ätiologie multifaktoriell ist. Sowohl prädisponierend genetische als auch umwelt-

bedingte Faktoren werden in verschiedenen Studien als Einflussgröße auf die Krankheitsent-

stehung sowie den Krankheitsverlauf identifiziert (1-4). Beispielsweise konnte Staphylococcus 

aureus (S. aureus) als Teil des Mikrobioms in mehreren wissenschaftlichen Arbeiten mit einer 

verstärkten entzündlichen endonasalen Aktivität und einem höheren Rezidivrisiko in Zusam-

menhang gebracht werden (5-9). In früheren Arbeiten basierte die Untersuchung des Mikro-

bioms häufig auf Kultur-abhängigen Analysen bakterieller Kulturen. Da bekannt ist, dass we-

niger als 1 % der in der Umwelt vorkommenden Mikroorganismen mittels Kultur angezüchtet 

werden können, konnten diese Studien keine repräsentativen Ergebnisse in Hinblick auf das 

vollständige mikrobielle Spektrum liefern.  

Auch für die Genese der Autoimmunerkrankung Rheumatoide Arthritis (RA) wurde ein Einfluss 

der Zusammensetzung des mukosalen Mikrobioms beobachtet (10-12). 

Die RA teilt mit der GPA im Hinblick auf die Krankheitsentität unter anderem genetische Ab-

errationen sowie immunologische Eigenschaften. Beispielsweise werden beide Erkrankungen 

mit spezifischen Veränderungen der adaptiven Immunreaktion oder dem PTPN22 R620W Po-

lymorphismus in Verbindung gebracht (2, 13). Darüber hinaus gibt es im klinischen Bereich 

auch Ähnlichkeiten in der medikamentösen Therapie von RA und GPA (5).  

 

Ziel der vorliegenden Studie war es, mithilfe von Kultur-unabhängigen Methoden mögliche 

Veränderungen der Zusammensetzung des gesamten nasalen Mikrobioms bei Patienten mit 

GPA im Vergleich zu Patienten mit RA sowie gesunden Normalkontrollen (NK)  zu ermitteln. 

Des Weiteren wurde die Diversität des Mikrobioms zwischen und innerhalb der drei einzelnen 

Gruppen analysiert.  
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Zudem wurde geprüft, ob eine Korrelation zwischen dem vorliegenden mikrobiellen Spekt-

rum, immunsuppressiver Therapie und der Krankheitsaktivität des jeweiligen Krankheitsbildes 

besteht. Spezielles Augenmerk wurde auf das Vorkommen von S. aureus gerichtet, wegen sei-

ner in vielen Arbeiten beschriebenen Funktion als zusätzlicher Trigger für die Krankheitsent-

wicklung.  

 

 
1.2. Granulomatose mit Polyangiitis 

 
Heinz Klinger berichtete 1931 erstmals von der sogenannten „Periarteriitis nodosa“ (14), wel-

che 1936 in einer ersten und 1939 in einer zweiten Veröffentlichung durch Friederich Wege-

ner als Morbus Wegener (M. Wegener) weiter beschrieben wurde (15, 16) und seit 2010 als 

Granulomatose mit Polyangiitis bezeichnet wird (17, 18). 

Die GPA ist eine seltene, systemisch – entzündliche, nekrotisierende Autoimmunerkrankung 

und gemäß den Klassifikationskriterien  des „American College of Rheumatology“ von 1990 

und den im Jahr 2012 überarbeiteten Definitionen der „Chapel Hill Consensus Conference“ 

zugehörig zu dem Formenkreis der Anti-Neutrophilen zytoplasmatische Antikörper (ANCA) – 

assoziierten Vaskulitiden (AAV) (19, 20). Zur zusätzlichen Sicherung der Diagnose erfolgt mit-

tels hochqualitativer Immunoassays ein primäres Screening auf das Vorhandensein von ANCAs 

(21, 22). Dabei wird zwischen perinukleären (p-ANCA) und zytoplasmatischen Autoantikör-

pern (c-ANCA) differenziert. Hierbei zeigen sich bei circa 80 - 90% der GPA- Patienten Autoan-

tikörper vom c-ANCA Typ, welche sich insbesondere gegen die Proteinase 3 (PR3), eine Pro-

teinase der neutrophilen Granulozyten sowie Monozyten, richten (23-29). In selteneren Fällen 

werden Autoantikörper vom p-ANCA Typ detektiert, wobei sich diese Antikörper dann häufig 

gegen das Zielantigen der Myeloperoxidase (MPO) richten (30-33). In circa 10% der Fälle kann 

auch eine ANCA- Negativität bestehen, was jedoch eine AAV per se nicht ausschließt (34). Die 

GPA betrifft vor allem die kleinen und mittelgroßen Gefäße der Lunge sowie der Niere und 

verursacht extravaskuläre, nekrotisierende, neutrophil – granulomatöse Entzündungen des 

oberen und/oder unteren Respirationstraktes. Aufgrund der systemischen Genese, kann je-

doch prinzipiell jedes Organ betroffen sein (1, 2, 20). Initial manifestiert sich die GPA insbe-

sondere im Hals-, Nasen-, und Ohrenbereich (35, 36). In einer aktuellen Studie berichteten 

Kühn et al. von einer 95%igen Beteiligung des oberen Respirationstraktes (37). Auch in 
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früheren Arbeiten lag bereits ein Hauptaugenmerk auf dem lokalen nasalen Mikrobiom und 

dessen Auswirkung auf die Manifestation der Erkrankung in der Annahme, dass dieses mit der 

Krankheitsentwicklung in Verbindung steht (5, 8, 9). 

 

 

1.3. Epidemiologie  

 
Die Inzidenz der Erkrankung beläuft sich in Europa auf jährlich etwa zehn Neuerkrankungen 

pro eine Million Menschen (38, 39). In mehreren Studien wurde dabei ein Nord-Südgefälle 

beschrieben (39-41). Der Häufigkeitsgipfel der Erstdiagnosen der GPA liegt zwischen dem 50. 

und 70. Lebensjahr, wobei sowohl Männer als auch Frauen in etwa gleich häufig betroffen 

sind (39). 

 

 

1.4. Ätiologie und Pathophysiologie  

 
Die Ätiologie der GPA ist bis heute nicht eindeutig geklärt. Es wird von einer multifaktoriellen 

Genese mit genetischer sowie epigenetischer Prädisposition ausgegangen (4, 42-46). Laut ak-

tuellen Studien entwickelt sich die GPA bei genetischer Veranlagung sowie einer mangelhaf-

ten Toleranz gegenüber ANCA-Autoantigenen bei gleichzeitiger Einwirkung von bestimmten 

äußeren Stimulanzen. Hierzu zählt die Einnahme von bestimmten Medikamenten wie etwa 

dem Antibiotikum Cefotaxim, dem Thyreostatikum Carbimazol oder auch dem anti- Tumor-

Nekrose-Faktor- alpha (TNF-alpha) - Blocker Adalimumab (47). Ebenso sind bakterielle, virale 

und fungale Infektionen für die Genese der Erkrankung von Bedeutung  (47, 48). So wird unter 

anderem das Vorkommen von S. aureus als Triggerfaktor postuliert (5, 7, 8). Auch Umweltfak-

toren wie etwa Luftverschmutzung, Rauchen oder auch die Inhalation von Quarzstäuben 

scheinen einen Einfluss auf die Krankheitsentwicklung zu haben (47, 48). 
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1.5. Mikrobiom im Zusammenhang mit dem Krankheitsprozess 

 
Die Kenntnis des Zusammenhangs von intestinalem Mikrobiom mit der Entwicklung von 

Chronisch Entzündlichen Darmerkrankungen (CEDs), wie Colitis Ulcerosa und Morbus Crohn, 

und die damit einhergehende systemische, aber auch lokale, mukosale Immunreaktion (49) 

haben dazu beigetragen, dass auch für andere Erkrankungen im Hals-, Nasen-, Ohrenbereich 

die Untersuchung des Mikrobioms in den Fokus gerückt ist. So konnte etwa die Chronische 

Rhinosinusitis (CRS) mit einer veränderten Zusammensetzung des nasalen Mikrobioms in 

Verbindung gebracht werden (50, 51). Auch für die GPA konnte bereits in Kultur-abhängigen 

Studien ein Zusammenhang von Krankheitsaktivität und Rezidivrisiko mit dem Vorhanden-

sein von S. aureus festgestellt werden (5, 8, 52). Die Tatsache, dass der Einsatz des Antibioti-

kums Trimethoprim-Sulfamethoxazol in klinischen Studien vor Rezidiven schützen konnte, 

unterstreicht den Einfluss von Bakterien auf den Krankheitsprozess (53, 54). Auch weitere 

Einflussfaktoren wie etwa das Vorhandensein von S. aureus-produzierten Superantigenen 

(SAg) oder von S. aureus-induzierter Proteinbiosynthese von komplementärer PR3 (cPR3) 

und der damit einhergehenden Bildung von PR3-Autoantigenen scheint zur Pathogenese der 

GPA beizutragen. Ebenso ist eine reduzierte Sekretion von humanem- Beta-Defensin-3 

(hBD3) mit der Krankheitsentwicklung assoziiert (55-58). In einer kürzlich veröffentlichen Ar-

beit von Rhee et al. sind erstmals Kultur-unabhängige Methoden zur Analyse des Mikrobi-

oms bei Patienten mit GPA und gesunden Normalkontrollen zum Einsatz gekommen (59). 

Hier konnte sowohl eine Dysbiose des nasalen Mikrobioms bei Patienten mit GPA als auch 

eine Normalisierung der mikrobiellen Zusammensetzung beim Einsatz von Immunsuppres-

siva gezeigt werden (59).   
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2. Material und Methoden 

 
2.1. Studienpopulation und Studiendesign 

 
Die vorliegende Fragestellung wurde im Rahmen einer prospektiven, klinischen Arbeit an der 

Klinik für Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde, Kopf- und Halschirurgie der Christian-Albrechts-Uni-

versität zu Kiel in Zusammenarbeit mit der Klinik für Rheumatologie und der klinischen Immu-

nologie der Universität Lübeck untersucht. 

Die Studiengruppe umfasste 77 Individuen. Das Kollektiv setzte sich dabei aus 29 Patienten 

mit GPA, 21 Patienten mit RA und 27 Personen der Kontrollgruppe (NK) zusammen. Alle GPA- 

Patienten erfüllten die für die GPA formulierten Definitionen der Chapel Hill Consensus Con-

ference und die Kriterien des American College of Rheumatology (19, 20). 

Die Tabelle 1 charakterisiert die beiden Patientengruppen und die Normalkontrollen. Aus-

schlusskriterium für die Rekrutierung des Kollektivs war eine laufende antibiotische Behand-

lung. Bei allen Probanden lag die letzte antibiotische Behandlung mindestens drei Wochen 

zurück. Auch eine aktive maligne Erkrankung der Probanden wurde ausgeschlossen. 

Die Krankheitsaktivität, in Form aktiver Krankheitsmanifestationen als Folge der AAV wurde 

für GPA-Patienten mithilfe des „Birmingham Vasculitis Activity Scores V3.0“ (BVAS V3.0) eva-

luiert. Für die RA-Patienten konnte hierfür der modifizierte „Disease Activity Score 28“ 

(DAS28) verwendet werden (60, 61). Zusätzlich erfolgte bei Patienten mit GPA eine Einschät-

zung der Aktivität am oberen Respirationstrakt mithilfe des „Ear Nose Throat Activity Scores“ 

(ENTAS) (62). 

Da bei der GPA initial insbesondere die Nase beteiligt ist und diese als Teil des Immunsystems 

fungiert (63), wurden von allen Probanden nasale Abstriche entnommen. Von den insgesamt 

77 Individuen wurden unter sterilen Arbeitsbedingungen bilateral Nasenabstriche gesammelt, 

in sterile Plastikröhrchen überführt und bei -73°C gelagert.  

In Kooperation mit dem Institut für Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene der 

Universitätsklinik Hamburg-Eppendorf (UKE) wurden die Abstriche zur weiteren Analyse auf-

bereitet. Um die mikrobielle Vielfalt mittels einer Kultur-unabhängigen Methodik zu bestim-

men, wurde die nasale bakterielle Zusammensetzung mithilfe einer V3-V4 Region 16S riboso-

male RNA (rRNA) Amplikon Sequenzierung in den Proben der Patienten mit GPA, RA und der 

NK erhoben.  



 

    6 

Darüber hinaus wurde eine quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) speziell für S. au-

reus und Haemophilus influenzae (H. influenzae) sowie Entero- und Rhinoviren durchgeführt.  

Als weitere Messgröße der mikrobiellen Diversität diente das Verfahren der „Unbiased 

nontargeted Metagenomic Sequencing of RNA“ (UMERS). 

Bei 13 Probanden (GPA: n=9, NK: n=4) erfolgte somit mithilfe von UMERS eine detailliertere 

Aufnahme des Mikrobioms unter Einfluss viraler, bakterieller und fungaler Komponenten. 

Die ergänzenden Tabellen 1 – 5 fassen individuelle Patienteninformationen zusammen und 

zeigen Ergebnisse der klassifizierenden Analysemethoden (id est V3-V4 Region 16S rRNA 

Amplikon Sequenzierung, qPCR und UMERS) und „next- generation“ Sequenzierungsdaten 

durch UMERS. 

Die Sequenzierungsdaten wurden an das BioProject database/project ID PRJNA494384 über-

mittelt. 

Alle Probanden gaben ihre schriftliche Einwilligung. Die Studie wurde nach positivem Votum 

der Ethikkommission der Christian-Albrecht-Universität zu Kiel (Az A101/07) und der Univer-

sitätsklinik Lübeck (Az 16-199) durchgeführt. 

 

 

Tabelle 1: Studienkollektiv 

Gruppe 1: Normalkontrollen, n = 27 

Alter in Jahren (Median, Verteilung) 55, 18–81 

Geschlecht (w/m) 14/13 

Gruppe 2: GPA, n = 29 

Alter in Jahren (Median, Verteilung) 49, 21–83 

Geschlecht (w/m) 20/9 

Dauer der Erkrankung in Monaten (Median, Verteilung) 64, 18–216 

Lokalisierte/Generalisierte GPA (n/n) 3/26 

C-ANCA/P-ANCA positiv (n/n) 23/2 
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Abkürzungen : ABC= Abatacept; Anti-CCP= Anti-cyclic citrullinated peptide antibody; aTNF= Anti- Tu-

mor Nekrose Faktor; AZA= Azathioprin; BVAS= Birmingham vasculitis activity score, version V3.0 (61); 

CT= Cotrimoxazol; CYC= cyclophosphamid; DAS 28= Disease Activity Score 28 (60); ENTAS= ENT activity 

score (62); LEF= Leflunomid; MMF= Mycophenolate Mofetil; MTX= Methotrexat; RF= Rheumafaktor; 

RTX= Rituximab; TOZ= Tocilizumab. 

PR3-ANCA/MPO-ANCA positiv (n/n) 24/1 

Aktive Erkrankung, BVAS V3.0 ≥ 1 (n; Median, Verteilung) 6; 7.5; 1–12 

Remission, BVAS V3.0 = 0 (n) 23 

ENTAS (n des Grades: none, mild, moderate, mild-moderate, und 

high) 

19, 6, 1, 3, 0 

Positive Histologie (n) 17 

Organbeteiligung (n von HNO/Lunge/Niere)a 29/17/11 

Prednisolon Dosis, mg (n; Median, Verteilung) 28; 5, 2–30 

CYC/RTX/AZA/MTX/LEF/MMF/CTR (n) 0/10/5/13/3/1/0; (32) 

Gruppe 3: RA, n = 21 

Alter in Jahre (Median, Verteilung) 60, 29–73 

Geschlecht (w/m) 12/9 

Dauer der Erkrankung in Monaten (Median, Verteilung) 84, 16–714 

RF/Anti-CCP positiv (n/n) 11/11 

Aktive Erkrankung, DAS 28 ≥ 2.6 (n; Median, Verteilung) 12; 3.55; 2.93–7.78 

Remission, DAS 28 < 2.6 (n; Median, Verteilung) 9; 1.65; 0.91–2.17 

Organbeteiligung (n von Lunge) 1 

Prednisolon Dosis, mg (n; Median, Verteilung) 17; 4, 2–10 

RTX/MTX/LEF/aTNF/TOZ/ABC (n) 0/11/3/6/4/1; (25) 
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 Eine detaillierte Beschreibung der Organbeteiligung der GPA Patienten ist in der Ergänzenden Tabelle 

1 hinterlegt.  

 

 

2.2. DNA/RNA Extraktion 

 
Alle Nasenabstriche wurden für eine Stunde bei Raumtemperatur in 500 µl phosphatgepuf-

ferter Salzlösung (PBS) getränkt. Aus je 200 µl der einzelnen Proben wurden die Nukleinsäuren 

Desoxyribonukleinsäure (DNA) und Ribonukleinsäure (RNA) extrahiert. Dies geschah mit dem 

automatisierten Extraktionssystem QIAsymphony (Quiagen, Hilden) gemäß den Anweisungen 

des Herstellers. Da ausgewählte Proben zusätzlich für die Analyse mittels UMERS verwendet 

werden sollten, wurde hier eine Modifikation in der Weise vorgenommen, dass RNA nicht mit 

in den Extraktionspool aufgenommen wurde. Die Proben wurden daraufhin in 60 µl Volumen 

eluiert.  

 

 

2.3. Illumina-library, Hochdurchsatz- Sequenzierung und taxonomische Klassifikation 

 
Von der RNA wurde eine „Illumina-library“ unter Zuhilfenahme einer modifizierten Version 

des SCRIPT SEQ™ v2 RNA Seq Kit (Illumina, San Diego) Protokolls erstellt. Dieses Vorgehen ist 

in von Fischer et al. veröffentlichten Arbeiten beschrieben (64, 65). Die gesamte RNA Konzent-

ration wurde anhand von Qubit (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad) gemessen. Hiervon wur-

den 15 ng für die Größenfragmentierung, komplementäre DNA (cDNA)-Synthese und das An-

fügen eines terminal-markierten Oligonukleotids verwendet. Zweifach markierte cDNA wurde 

mittels Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter, Indianapolis) gereinigt und für 12 Zyk-

len amplifiziert.  

Mittels des sogenannten BioAnalyzer High Sensitivity LabChip (Agilent, Santa Clara) konnte die 

Größe der „library“ visualisiert werden. Die verdünnten libraries (2nM) wurden auf einem 

HiSeq 2500 Instrument multiplex- sequenziert [2x150 Basenpaare (bp) mit gepaarter End-Se-

quenzierung (paired-end run), circa 50 Millionen DNA-Abschnitte (reads)/Probe] (Illumina, 

San Diego).  

Um DNA-Abschnitte des humanen Genoms auszuschließen, wurden die jeweiligen Abschnitte 

zunächst mit Bowtie2 (v2.1.0) an einem humanen Referenzbausatz abgeglichen (NCBI 37.2). 
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Die trinity version r2013-02-25 wurde genutzt, um überlappende DNA-Abschnitte gleichen ge-

netischen Ursprungs (Contigs) mit DNA-Abschnitten zusammenzufügen, die keine signifikant 

humane Ausrichtung hatten. Auf diese Weise wird mithilfe der Contigs die Original-DNA-Se-

quenz dieser Quelle entschlüsselt.  

Contigs kürzer als 400 bp oder mit erkennbar mammalen Ursprungs, wurden von allen weite-

ren Analysen ausgeschlossen. Um die Abundanz der Mikroorganismen festzustellen, wurden 

alle filtrierten DNA-Abschnitte durch Bowtie2 mit den filtrierten Contigs gleichgerichtet.  

DNA-Abschnitte, die zu diesem Zeitpunkt keine signifikanten Ausrichtungen anzeigten, wur-

den mit Sequenzen von bekannten Plasmiden und Viren gleichgerichtet. In beiden Fällen wur-

den vermeintliche PCR Duplikate von der Beurteilung der Häufigkeiten ausgenommen.  

Für die taxonomische Klassifikation wurde BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) + pack-

age (v2.2.30) verwendet und daraufhin die Ergebnisse für die Datenbank des „National Center 

for Biotechnology Information“ (NCBI) eingefügt. Der erste Durchgang des „Alignments“ 

wurde mithilfe von megaBLAST fertiggestellt. Unter Alignment versteht man die methodische 

Gegenüberstellung von zwei oder mehreren Nukleotid- bzw. Aminosäuresequenzen in ihrer 

Abfolge. Das Verfahren megaBLAST dient der Identifizierung einer Sequenzhomologie der je-

weiligen Contigs, die dann den taxonomischen Einheiten bekannter Erreger zugeordnet wer-

den. Alle Sequenzen, die keine signifikanten megaBLAST Hits, id est Treffer, aufwiesen (E-Wert 

Cut-off 0.01) wurden in einer zweiten BLAST-Runde zum Alignment miteingeschlossen. Con-

tigs, die auch hiernach kein Alignment mit einem E-Wert von <0,01 erreichten, wurden als 

„unbekannte Sequenzen“ definiert.  

Für jedes der übriggebliebenen Contigs wurden alle BLAST Hits mit einem Maximum bitscore 

Unterschied von 7 (korrespondierend zu einem Maximum Unterschied des p-Wertes <0,01) 

relativ zum Hit mit dem am häufigsten beobachteten Bitscore, beibehalten. 

Damit die taxonomische Doppeldeutigkeit für jede Sequenz bestimmt werden konnte, wurde 

die kleinste gemeinsame taxonomische Einheit festgelegt, indem der taxonomische Baum 

konsequent nach oben hin durchgeprüft wurde, bis alle übriggebliebenen BLAST Hits eine ein-

deutige Zuordnung hatten. Für die Downstream-Analyse einer gegebenen taxonomischen 

Ebene wurden nur Contigs mit einer klaren Zuordnung auf oder unter der jeweiligen taxono-

mischen Ebene verwendet.  

Um zweifelhafte Signifikanzen von taxonomischen Zuordnungen, beispielsweise durch Se-

quenzen, die eine Nukleotid-Homologie über eine kleinere Fraktion der gesamten Contigs-
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Länge hatten, zu verhindern, wurden Contigs als prinzipiell klassifizierbar eingestuft, wenn 

diese mindestens einen BLAST Hit hatten, der mindestens 80% der Gesamt-Contigs-Länge so-

wie eine mindestens 80%ige Nukleotid-Übereinstimmung beinhaltete. Diese Contigs wurden 

für die Downstream-Analyse beibehalten.  

 

 

2.4. Echtzeit- Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 

 
DNA und RNA der Proben wurden unter Zuhilfenahme des molekularen Diagnostikums, 

QIAsymphony (QIAGEN, Hilden) extrahiert. Die Kalibrierung fand mit einem niedrigkon-

zentrierten DNA Signal (spike) statt (QIAGEN, Hilden), das als interne Kontrolle fungierte, um 

mögliche PCR Inhibitionen zu detektieren und somit zuverlässige Ergebnisse zu erhalten.  

Um das Eluat (5 µl) jeweils auf RNA-Viren zu untersuchen, wurde das Kit QuantiFast pathogen 

RT-PCR Kit + IC (QIAGEN, Hilden) verwendet. Entsprechend wurde für DNA Viren und Bakte-

rien das QuantiFast pathogen CR Kit + IC (QIAGEN, Hilden) genutzt, was Primer und Sonden 

mit 400 nM und 200 nM Konzentrationen beinhaltet (66, 67). Eine Echtzeit PCR (RT-PCR) 

wurde mit dem LightCycler 480 II (Roche Mannheim Germany) durchgeführt. Und zwar mit 

einem 10 Minuten Zyklus bei 95°C, weiteren 45 Zyklen bei 95 °C für jeweils 15 Sekunden und 

einem 30 Sekunden Zyklus bei 60°C. Die Datenerhebung auf den beiden Detektionskanälen 6-

Carboxy-Fluoreszein (FAM) und 2ʹ-Chloro-7ʹPhenyl-1,4-Dichloro-6-Carboxy-Fluoreszein (VIC) 

erfolgte während des 60° C Zyklus. Die Sequenzen von Enteroviren und Rhinoviren wurden 

mittels eines kürzlich veröffentlichten Protokolls nach Dierssen et al. sowie Schiebler et al. er-

mittelt (68, 69).  

Für die Detektion von S. aureus und H. influenzae wurde ein RT- PCR TaqMan Assay eingesetzt, 

welches entsprechend auf das Glutamat Synthase Gen (67) und das Omp P6 Gen (66) ausge-

richtet war.  

 

 

2.5. 16S rRNA Amplikon Vorbereitung, MiSeq Sequenzierung und Datenanalyse 

 
Die 70S- Ribosomen von Prokaryoten, zu denen auch Bakterien zählen, bestehen jeweils aus 

einer kleinen und einer großen Untereinheit mit einer Masse von je 30 beziehungsweise 50 
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Svedberg (S). Die 16S rRNA ist wiederum ein Teil der kleinen 30S Untereinheit und eignet sich 

für phylogenetische Analysen (70). Das 16S Gen setzt sich aus neun hypervariablen Regionen 

V1-V9 zusammen, wobei in dieser Studie die hypervariablen Regionen V3 und V4 verwendet 

wurden. V4 lässt sich besonders gut zur Identifizierung des Stamms sowie des ganzen 16S 

Gens einsetzen, währen V3 sich insbesondere zur Genus-Identifizierung der Pathogene eignet 

(71). Die V3-V4 Region 16S rRNA Amplikone wurden mithilfe der von Klindworth et al. publi-

zierten degenerierten Primer mit der Illumina Adapter Konsensus Sequenz F :(5ʹ-

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGG- GNGGCWGCAG-3ʹ) und R: (5ʹ-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACVG- GGTATCTAATCC-3ʹ) hergestellt 

(72). Eine genaue Beschreibung des Protokolls wurde durch Illumina herausgegeben (73).  

Zur Vervielfältigung und Vorbereitung der libraries aus den Proben wurde das Illumina Nextera 

XT Index Kit verwendet. Die Analyse erfolgte mittels 2 x 500 bp paired-ends (PE) Sequenzie-

rung auf der Illumina MiSeq Plattform. Die durchschnittlichen Qualitäts-Zielwerte vor und 

nach den gepaarten DNA-Abschnitten einer jeden Probe wurden mit FastQC (Babraham Bio-

informatics, Babraham Institute, UK) bestimmt. Die gepaarten Enden wurden in jeder Probe 

zusammengefügt und alle Sequenzen unter 250 bp verworfen. Zudem wurden Sequenzen, die 

einen Qualitätswert der Nukleobasenidentifikation (Phred) von 33 unterschritten, ebenfalls 

verworfen. Im Rahmen des verwendeten Tools QIIME 52 war der Qualitätsfilter bei Phred ³ 

Q20 gesetzt. Mithilfe von QIIME Version 1.7 wurden zugleich die „Operational Taxonomic 

Units“ (OTU) geclustert, was es ermöglichte, Gruppen von eng verwandten Individuen zu klas-

sifizieren. 

Zusätzlich wurden die Alpha-Diversität (Komplexität des Mikrobioms innerhalb der Patienten-

gruppe, Anzahl der OTUs) sowie die Beta-Diversität (Komplexität des Mikrobioms zwischen 

den Patientengruppen) unter Zuhilfenahme von QIIME Version 1.7 ermittelt. Um Sequenzen 

mit zwei oder mehreren Anteilen unterschiedlicher biologischer Herkunft auszusortieren, 

wurde der USEARCH 8.1 Filter eingesetzt. Nur Sequenzen mit mindestens 97%iger Überein-

stimmung zur Referenzsequenz wurden zusammengefasst. Die DNA-Abschnitte, die keine 

97%ige Übereinstimmung aufwiesen, wurden unabhängig neu geclustert. Basierend auf der 

SILVA Datenbank wurden die taxonomischen Level der repräsentativen Sequenzen bei 95%i-

ger Übereinstimmung in der OTU Tabelle eingeordnet.  

Zur Mustererkennung bezüglich der Unterschiede des nasalen Mikrobioms zwischen den Pa-

tientengruppen wurde eine Hauptkomponentenanalyse (PCA) durchgeführt.  
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Die Alpha-Diversität wurde basierend auf dem Shannon Index berechnet. Die Statistiken der 

Beta-Diversität wurden mithilfe eines parameterfreien statistischen Tests, der Ähnlichkeits-

analyse (ANOSIM, analysis of similiarities“) ermittelt und innerhalb der Hauptkomponen-

tenanalyse graphisch dargestellt, um zu klären, ob die Unterschiede zwischen den Verteilun-

gen der mikrobiellen Profile der drei Datensets signifikant waren.  

 

 

3. Ergebnisse 

 

3.1. Diversität des nasalen Mikrobioms  

 
Die Hauptkomponentenanalyse (principle component analysis, PCA), welche die Unterschiede 

in der bakteriellen Taxonomie zwischen den verschiedenen Probanden-Gruppen (Beta-Diver-

sität) und die inter-individuellen Unterschiede innerhalb einer Gruppe (Alpha-Diversität) ver-

gleicht, zeigte keine klare Häufung bei einzelnen Gruppen. Dies reflektiert eine große Diversi-

tät in Bezug auf die Alpha- und Beta-Diversität zwischen und innerhalb der einzelnen Gruppen 

(Abb. 1A). 

Zur Beurteilung der verschiedenen Aspekte der Alpha-Diversität wurden Indices für die quali-

tative und quantitative, taxonomische Verteilung (Shannon Index, OTU) berechnet. Der abso-

lute Artenreichtum unter Berücksichtigung seltener Arten wurde mit dem Chao1 Index beur-

teilt.  

Basierend auf dem Shannon Index wurde ein statistisch nicht signifikanter Trend in Richtung 

geringerer Vielfalt des nasalen Mikrobioms bei Patienten mit GPA im Vergleich zu NK beo-

bachtet. Darüber hinaus zeigten Proben von GPA Patienten im Vergleich der OTUs sowie bei 

dem Chao1-Index eine signifikant reduzierte mikrobielle Vielfalt im Vergleich zu den Proben 

der RA Patienten (Abb. 1B). 
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Abbildung 1: Alpha- und Beta-Diversität bei nasalen Proben von Patienten mit GPA, RA 

und NK.  

(A) Hauptkomponentenanalyse für Proben des nasalen, bakteriellen Mikrobioms der Patientengruppen 

GPA und RA sowie der Kontrollgruppe (NK).  (B) Alpha-Diversität im Vergleich verschiedener Diversitäts-

Maße für die Patientengruppen GPA und RA sowie die NK. Biodiversität dargestellt mit Shannon Index, 

Anzahl der standardisierten OTUs und mikrobieller Artenreichtum dargestellt mit Chao1 Metrik, basie-

rend auf der Anzahl seltener OTUs. 

 

Die Alpha-Diversität zeigte sich leicht, allerdings statistisch nicht signifikant, gemindert bei 

GPA-Patienten mit einer bestehenden aktiven Erkrankung (BVAS +, i.e., BVAS V3.0 ³ 1) im 

Vergleich zu in Remission befindlichen GPA- Patienten (BVAS -, i.e., BVAS V3.0 = 0) (Abb. 2A). 

Unabhängig von der Krankheitsaktivität konnte kein wesentlicher Unterschied in der Alpha- 

Diversität bei GPA- Patienten mit aktiver Hals-, Nasen,- Ohrenbeteiligung (ENTAS +) gegenüber 

solchen ohne Aktivität im Hals-, Nasen-, Ohrenbereich (ENTAS -) gefunden werden (Abb. 2B). 

Die Alpha-Diversität zwischen RA-Patienten mit aktiver Erkrankung (DAS 28 ³ 2.6) und sol-

chen, welche sich in Remission befanden (DAS 28 < 2.6) unterschied sich nicht (Abb. 2C). 
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n.s. 

n.s. n.s. 
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.  

Abbildung 2A-C: Alpha-Diversität des nasalen Mikrobioms von Patienten mit GPA und RA im 

Vergleich verschiedener Diversitäts-Maße. 

 (A)  für die Patientengruppe der GPA mit aktiver Erkrankung (BVAS +, i.e., BVAS V3.0 ³1) im Vergleich 

zu denen in Remission (BVAS -, i.e., BVAS V3.0 = 0) (B) für GPA Patienten mit aktiver HNO-Beteiligung 

(ENTAS +, i.e., ENTAS mild bis moderate) im Vergleich zu denen ohne HNO- Aktivität (ENTAS -, i.e., 

ENTAS none) (C) für RA Patienten mit aktiver Erkrankung (DAS 28 >2.6) im Vergleich zu denen in Remis-

sion (DAS 28 £2.6). 
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3.2. Bakterielle Zusammensetzung 

 
In allen Proben wurde das nasale Mikrobiom von den drei Bakterienstämmen: Proteobacteria, 

Firmicutes (mit den Klassen Clostridia und Bacilli) und Actinobacteria dominiert. In der Se-

quenzanalyse konnten nur wenige Sequenzen (<1,5%) den Phyla Bacteroides und Tenericutes 

zugeordnet werden. Auf Stamm-Ebene gab es keine Unterschiede zwischen den Proben von 

NK, GPA- und RA-Patienten (Abb. 3A und 3B). Jedoch konnten signifikante Differenzen der 

bakteriellen Zusammensetzung auf Klassen-Ebene beobachtet werden. Bacilli waren bei den 

Proben von GPA-Patienten im Vergleich zu den NK-Proben signifikant erhöht (Abb. 3C und 

3D). Insbesondere konnten gravierende Unterschiede auf Familien-Ebene erfasst werden 

(Abb. 3E und Abb. 4). Die relative Häufigkeit der bakteriellen Familie Planococcaceae war im 

Vergleich zu NK vermehrt in den Proben von GPA- und RA-Patienten vorzufinden. Ferner 

konnte innerhalb der Gruppe der GPA-Patienten eine Zunahme von Bakterien der Familien 

Streptococcaceae, Pasteurellaceae und Prevotellaceae beobachtet werden. Während gleich-

zeitig ein Rückgang bei den Familien: Corynebacteriaceae, Moraxellaceae, Tissierellaceae, 

Staphylococcaceae und Propionibacteriaceae festgestellt wurde.  

In den Proben der RA-Patienten fanden sich weniger Bakterien der Familien: Moraxellaceae, 

Tissierellaceae, Staphylococcaceae und Propionibacteriaceae. Gegenüber den GPA-Patienten 

und NK kamen Neisseriaceae und Aerococcaceae bei RA-Patienten häufiger vor (Abb. 3E). 

Porphyromonas konnte in den Proben von RA-Patienten und NK nur zu einem minimalen An-

teil gefunden werden, während sie bei GPA-Patienten überhaupt nicht vorkamen (Daten nicht 

gezeigt). 
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Abbildung 3A-E: Überblick der bakteriellen Zusammensetzung der oberen Atemwege 

(OAW) bei Patienten mit GPA, RA und NK. 

Relative Häufigkeiten von Bakterien bei Patienten mit GPA (n = 21) und RA (n = 20) sowie NK (n = 19) 

auf den taxonomischen Ebenen Stamm A (= kumulative Auftragung, B= Boxplots mit Median und 

Schwankungsbreite), Klasse (C=kumulative Auftragung, D= Boxplots mit Median und Schwankungs-

breite) und Familie (E= kumulative Auftragung). 

 

 

 

Abbildung 4: Zusammensetzung des bakterielles Mikrobiom der OAW bei Patienten mit 

GPA, RA und NK. 

Verteilung der relativen Häufigkeiten einzelner Bakterienfamilien bei Patienten mit GPA (n = 21) und 

RA (n = 20) sowie NK (n = 19). 

 

Die bakterielle Zusammensetzung in den Proben von GPA- Patienten war auf den untersuch-

ten taxonomischen Ebenen Stamm, Klasse, Familie ähnlich, unabhängig davon, ob GPA- Pati-

enten aktiv erkrankt waren (BVAS +, i.e., BVAS V3.0 ³ 1) oder sich in Remission befanden (BVAS 

-, i.e., BVAS V3.0 = 0). Ausnahmen waren die Familien Staphylococcaceae und Aerococcaceae. 
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So konnten Staphylococcaceae gehäuft bei GPA- Patienten in Remission identifiziert werden, 

wohingegen Aerococcaceae vermehrt bei GPA- Patienten mit aktiver Erkrankung gefunden 

wurden (Abb. 5A, Abb. 6C). Beide Ergebnisse waren jedoch statistisch nicht signifikant.  

Im Hinblick auf die HNO- Aktivität (ENTAS) wurden Differenzen im Mikrobiom beobachtet. 

Hier zeigte sich, dass die Familien Streptococcaceae und Planococcaceae häufiger bei GPA- 

Patienten vorkamen, die eine HNO- Aktivität zeigten als bei Patienten ohne HNO- Aktivität. 

Dagegen wurden Corynebacteriaceae bei Patienten mit HNO-Aktivität in geringerer Häufigkeit 

beobachtet (Abb. 5B, Abb. 6F).  

Bei den RA- Patienten mit aktiver Erkrankung (DAS 28³2.6) ergaben sich gegenüber Patienten 

in Remission (DAS 28 < 2.6) keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich der bakteriellen Zu-

sammensetzung im nasalen Mikrobiom (Abb. 5C, Abb. 6I).  
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Abbildung 5A-C: Relative Häufigkeiten ausgewählter Bakterienfamilien in den OAW bei Pa-

tienten mit GPA (n = 21) und RA (n = 20).  

(A) Dargestellt sind die Ergebnisse von GPA Patienten mit aktiver Erkrankung (BVAS +, i.e., BVAS V3.0 

³1) im Vergleich zu denen in Remission (BVAS -, i.e., BVAS V3.0 = 0). (B) Dargestellt sind Ergebnisse 

für GPA Patienten mit aktiver HNO- Beteiligung (ENTAS +, i.e., ENTAS mild bis moderate) im Vergleich 

zu denen ohne HNO- Aktivität (ENTAS -, i.e., ENTAS none). (C) Dargestellt sind Ergebnisse für RA Pati-

enten mit aktiver Erkrankung (DAS 28 >2.6) im Vergleich zu denen in Remission (DAS 28 £2.6). 
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Abbildung 6 A-I: Bakterielle Zusammensetzung des nasalen Mikrobioms der OAW bei Pati-

enten mit GPA und RA. 

Dargestellt werden die relativen Häufigkeiten von Bakterien nach den taxonomischen Ebenen Stamm, 

Klassen und Familien (A-C) Für GPA Patienten mit aktiver Erkrankung (BVAS +, i.e., BVAS V3.0 ³1) im 

Vergleich zu denen in Remission (BVAS -, i.e., BVAS V3.0 = 0. (D-F) Für GPA Patienten mit aktiver HNO- 

Beteiligung (ENTAS +, i.e., ENTAS mild bis moderate) im Vergleich zu denen ohne HNO- Aktivität (ENTAS 

-, i.e., ENTAS none). (G-I) Für RA Patienten mit aktiver Erkrankung (DAS 28 >2.6) im Vergleich zu denen 

in Remission (DAS 28 £2.6). 

 

Stamm  
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In der Auswertung der V3-V4 Region 16S rRNA Amplikon Sequenzierung zeigten sich Unter-

schiede in den relativen Häufigkeiten von Bakterien auf Familien-Ebene (Tabelle 2). Für die 

Gruppe der GPA-Patienten fanden sich im Vergleich zur Gruppe der RA-Patienten und der NK 

die Familien Streptococcaceae und Pasteurellaceae gehäuft, die Familie Aerococcaceae dage-

gen seltener. Bakterien der Familie Planococcaceae konnten sowohl in der Gruppe der GPA-

Patienten als auch der Gruppe der RA-Patienten im Vergleich zu NK vermehrt gefunden wer-

den. Moraxellaceae, Tissierellaceae und Staphylococcaceae waren dagegen in der GPA- und 

RA-Gruppe weniger häufig als in der Gruppe der NK. Die Familien Neisseriaceae, Aerococ-

caceae und Veillonellaceae waren häufiger in den Proben des nasalen Mikrobioms von RA-

Patienten zu beobachten als in denen von GPA-Patienten und NK (Tabelle 2).  

 

 

Tabelle 2: Relative Häufigkeiten ausgewählter Bakterienfamilien* im nasalen Mikrobiom 

von Patienten mit Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) und Rheumatoider Arthritis (RA) 

bzw. Normalkontrollen (NK). 

Zur besseren Lesbarkeit sind Unterschiede von GPA zu RA und NK türkis, Unterschiede von RA zu GPA 

und NK gelb hinterlegt. Unterschiede von GPA und RA im Vergleich zu NK sind fett gedruckt.  

 
 

NK (%) GPA (%) RA (%) 

Pasteurellaceae 0.32 2.7 0.28 

Neisseriaceae 1.1 1.0 3.8 

Moraxellaceae 5.6 0.14 0.5 

Tissierellaceae 15.0 6.9 8.8 

Veillonellaceae 1.1 0.9 2.7 

Streptococcaceae 2.9 10.2 3.6 

Aerococcaceae 7.9 4.9 13.0 

Staphylococcaceae 20.6 10.5 10.1 

Planococcaceae 0.7 27.5 17.2 
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*Die taxonomische Ebene der Familie wurde mittels V3-V4 Region 16S rRNA Amplikon Sequenzierung 

bestimmt. 

 

 

3.3. Detektion von S. aureus und H. influenzae 

 
In Ergänzung der auf 16S rRNA Sequenzierung basierenden Analyse der bakteriellen Zusam-

mensetzung auf Stamm-, Klassen-, und Familien- Ebene, wurden die Proben zusätzlich mit 

quantitativer PCR (qPCR) auf das Vorkommen von S. aureus und H. influenzae untersucht. 

Hierbei wurde S. aureus zu einem signifikant höheren Anteil bei Patienten mit GPA im Ver-

gleich zu RA-Patienten oder NK detektiert. H. influenzae kam am häufigsten in den Proben der 

GPA-Patienten vor, der Unterschied zu den Proben von RA-Patienten und NK war allerdings 

statistisch nicht signifikant (Tabelle 3).  

Zudem wurden alle Proben mittels Real- Time PCR (RT-PCR) auf Entero- und Rhinoviren getes-

tet. Allerdings konnten in keiner der Proben Entero- oder Rhinoviren nachgewiesen werden 

(Daten nicht gezeigt).  

 

 

Tabelle 3: Ergebnisse der qPCR- Analyse auf das Vorkommen von S. aureus und H. in-

fluenzae. 

Dargestellt sind die Anzahl positiver Proben n (%) von Patienten mit GPA, RA und NK. Unterschiede 

wurden mit dem Chi2 Test berechnet. Statistische Signifikanz: p < 0,05. n. s.= nicht signifikant. 

 
 

S. aureus Chi2 Test H. influenzae Chi2 Test 

NK, n = 23 1/23 (4,35%) NK vs. GPA 

p < 0,0005 

4/23 (17,39%) NK vs. GPA n. s. 

GPA, n = 19 14/19 (73,68%) GPA vs. RA 

p = 0,0046 

6/19 (31,58%) GPA vs. RA n. s. 

RA, n = 21 5/21 (23,81%) 
 

4/21 (19,04%) 
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3.4. UMERS von GPA und NK 

 
Unbiased nontargeted Metagenomic Sequencing of RNA (UMERS) ist eine moderne Methode, 

die sowohl bekannte als auch entfernt verwandte oder neuartige Pathogene viralen, bakteri-

ellen, fungalen oder parasitären Ursprungs detektieren kann (64, 65). Die relative Häufigkeit 

von Contig-RNA-Abschnitten, die jeweils bakteriellen, viralen und fungalen Spezies zugeord-

net werden können, werden auf einer sogenannten Heat map grafisch dargestellt, die die er-

fassten Daten nach Expressionsstärke farbig kodiert abbildet. Die UMERS Methode wurde für 

eine nicht in die qPCR einbezogene Teilgruppe nasaler Proben von insgesamt neun Patienten 

mit GPA und vier NK angewandt.  

Zwei Proben der Patienten mit GPA beinhalteten RNA-Abschnitte mit signifikanter Sequenz-

homologie für H. influenzae. Ebenso zeigten zwei GPA Proben RNA-Abschnitte, die korrespon-

dierend mit Rhinovirus A Sequenzen waren, wobei einer von beiden eine Co-Infektion mit bei-

den Pathogenen aufwies.  

Darüber hinaus enthielt eine GPA Probe RNA-Abschnitte mit signifikanter Sequenzhomologie 

für S. aureus und zwei weitere GPA Proben und eine NK Probe jeweils RNA-Abschnitte für 

Moraxella catarrhalis. Keine der RNA-Abschnitte aus den NK Proben hatten Sequenzhomolo-

gien für H. influenzae oder Rhinoviren.  

Erwähnenswert ist, dass in einer einzigen Kontrollprobe (Abb. 6) eine hohe Anzahl an Sequenz-

homologien für Corynebacterium aurimucosum, einem bekannten Kommensalen des Uroge-

nitaltrakts, vorkam. Dieses Bakterium konnte unter anderem mit Schwangerschaftskomplika-

tionen wie das Einsetzen von Frühwehen, das Vorkommen eines Oligohydramnions oder eines 

spontanen Aborts assoziiert werden (74-76).  

Aber auch Infektionen von Gelenkprothesen stehen im Zusammenhang mit Corynebacterium 

aurimucosum (77, 78).  

Für unbekannte oder noch nicht beschriebene Viren wurden keine Sequenzhomologien in den 

nasalen Abstrichen identifiziert.  
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Abbildung 6: Ergebnis der Analyse nasaler Abstrich- Proben von Patienten mit GPA und NK mittels 

Unbiased metagenomic sequencing of RNA (UMERS). 

Dargestellt werden die Daten einer BLAST Analyse von de novo zusammengesetzten Sequenz-Contigs 

(64, 65). Die relative Häufigkeit von Contig-RNA-Abschnitten, welche bakteriellen, fungalen oder viralen 

Spezies zugeordnet werden, wird durch die Heat map visualisiert (siehe Legende). Negative Probe, in 

denen keine RNA-Abschnitte für das jeweilige Pathogen detektiert werden, sind in grau dargestellt. Die 

Namen viraler oder bakterieller Spezies, die in respiratorischen Erkrankungen involviert sind, werden 

rot gesetzt.  
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4. Diskussion  

 
Die Ätiopathogenese der GPA ist bis dato nicht vollständig geklärt. Es wird davon ausgegan-

gen, dass sie sich aus dem Zusammenspiel von genetischer sowie epigenetischer Veranlagung 

und äußeren Einflussfaktoren entwickelt. Zu diesen Faktoren zählen etwa die Einnahme be-

stimmter Medikamente (47) aber auch Umweltfaktoren wie Rauchen, Luftverschmutzung und 

Quarzstaubinhalation (47, 48). Zudem spielen bakterielle, virale und fungale Infektionen eine 

zentrale Rolle bei der Krankheitsentwicklung (47, 48), wobei insbesondere S. aureus als Teil   

des Mikrobioms mehrfach in früheren Arbeiten als Triggerfaktor postuliert wurde (5, 7, 8). 

Bislang lag das Augenmerk vielfach auf einzelnen potenziellen Pathogenen und weniger auf 

möglichen Dysbiosen der körpereigenen mikrobiellen Gemeinschaft; i.e. der qualitativen oder 

quantitativen Verschiebung der Besiedlung mukosaler Grenzflächen mit körpereigenen bak-

teriellen, parasitären, viralen und anderen zellulären Mikroorganismen.  

Die vorliegende Arbeit legt den Fokus auf das gesamte Mikrobiom der Nasenschleimhaut, wel-

ches anders als in vielen früheren Arbeiten mittels Kultur-unabhängigen Methoden unter-

sucht wurde. Dabei konnte ein Trend zu einer geringeren Alpha-Diversität des nasalen Mikro-

bioms bei Patienten mit GPA im Vergleich zu solchen mit RA sowie NK gefunden werden. Diese 

Beobachtung lässt darauf schließen, dass das nasale Mikrobiom von Patienten mit GPA nur 

von einer geringen Zahl bakterieller Spezies dominiert wird (82, 83).   

In Hinblick auf die Stamm- und Klassen-Ebenen ergaben sich allerdings keine wesentlichen 

Unterschiede in der bakteriellen Zusammensetzung zwischen den Proben von GPA- und RA-

Patienten sowie den NK.  

Indes konnten auf Familien-Ebene zwischen den Proben der GPA-, und RA-Patienten sowohl 

Ähnlichkeiten, etwa vermehrtes Vorkommen von Planobacteriaceae, als auch Unterschiede, 

etwa gehäuftes Vorkommen von Prevotellaceae bei GPA-Patienten, nicht jedoch bei RA-Pati-

enten, in der Zusammensetzung des Mikrobioms festgestellt werden. Dies könnte die An-

nahme stützen, dass sowohl die immunsuppressive Behandlung der Patienten als auch die 

Ätiologie der Erkrankung die Zusammensetzung des Mikrobioms der oberen Atemwege 

(OAW) beeinflusst.  

Im Einklang mit dieser Hypothese steht, dass ebenfalls für andere nasale Erkrankungen, wie 

etwa die Chronische Rhinosinusitis (CRS) Veränderungen des Mikrobioms beschrieben 
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werden (50, 79). In diesen Fällen wurde ebenfalls eine verminderte bakterielle Diversität und 

ein vermehrtes Vorkommen von S.aureus insbesondere bei Patienten mit CRS mit Polypen 

detektiert, was die Komplexität der Pathogenese der CRS unterstreicht (79). 

In der vorliegenden Untersuchung zeigten sich darüber hinaus bei Patienten mit GPA Unter-

schiede in der bakteriellen Zusammensetzung auf Familien- Ebene in Bezug auf die relativen 

Häufigkeiten von Staphylococcaceae sowie Aerococcaceae in Abhängigkeit von der Krank-

heitsaktivität (BVAS V3.0), obgleich diese statistisch nicht signifikant waren.  

Die mithilfe des ENTAS-Scores eingestufte HNO-Aktivität der Krankheit beeinflusste die Zu-

sammensetzung des Mikrobioms der OAWe und führte zu Unterschieden der relativen Häu-

figkeiten von Streptococcaceae, Planococcaceae und Corynebacteriaceae. Sofern hier weitere 

Studien den gezeigten Trend der mikrobiellen Veränderungen bestätigten, könnten die spezi-

fischen Veränderungen des nasalen Mikrobioms als nicht-invasiver Surrogat-Biomarker der 

Krankheitsaktivität dienen.  

Im Gegensatz zu den bei GPA-Patienten beobachteten Ergebnissen, konnten bei den Patien-

ten mit RA keine wesentlichen Veränderungen der bakteriellen Zusammensetzung zwischen 

aktiver RA und RA in Remission gefunden werden.  

Erwähnenswerterweise fehlen hier vergleichbare, repräsentative Patienten- Studien zu Ver-

änderungen des Mikrobioms der OAW unter ähnlicher Immunsuppression wie bei Patienten 

mit GPA, etwa bei Zustand nach Organtransplantation.  

Für Porphyromonas gingivalis beschreiben Potempa et al. (80) bei Patienten mit RA in einer 

kürzlich veröffentlichten Arbeit einen Zusammenhang zwischen der Entwicklung von Autoan-

tikörpern und Parodontitis. 

In der vorliegenden Arbeit dagegen konnte nur eine geringe Menge des Genus Porphyromo-

nas bei Patienten mit RA und NK festgestellt werden. Bei Patienten mit GPA konnte diese Spe-

zies überhaupt nicht nachgewiesen werden. Insofern scheinen die OAWe bei beiden Erkran-

kungen keine relevante Nische für Porphyromonas darzustellen. 

Für Patienten mit GPA beschrieben Rhee et al. Veränderungen in Hinblick auf die nasale bak-

terielle sowie fungale Zusammensetzung im Vergleich zu NK (59), indem hierfür erstmals Se-

quenztechnologien angewandt wurden und das nasale Mikrobiom kultur-unabhängig aus Na-

senabstrichen von Patienten mit GPA und gesunden Kontrollen analysiert wurde. Die Studie 

von Rhee et al. basierte auf der 16S rRNA-Sequenzierung und Amplikon Sequenzierung der 

(ITS1)“ – Regionen von Pilzen, einer Nukleotidsequenz, die als sogenannter spacer zwischen 
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der 18S und der 5,8S rRNA liegt (81) und zur Taxonomiebestimmung und molekularen Phylo-

genetik genutzt wird. Der Großteil der von Rhee et al. untersuchten Patienten erhielt inner-

halb der letzten sechs Monate vor Studienbeginn immunsuppressive Medikamente und zum 

Zeitpunkt der Datenerhebung wurden noch 25% der GPA-Patienten und 15% der Kontrollpa-

tienten mit Antibiotika behandelt (59).  

Antibiotika können das ortsständige Mikrobiom beeinflussen, wie unter anderem in einer Stu-

die von Merkley at al. bei Patienten mit CRS beobachtet wurde (82).  

In der vorliegenden Studie wurden nur GPA-Patienten berücksichtigt, die keine antibiotische   

Therapie in der jüngsten Vergangenheit erhalten hatten, um den Einfluss der Medikamente 

auf die Zusammensetzung des untersuchten Mikrobioms auszuschließen.  

Rhee et al. (59) zeigten, dass die Zusammensetzung des nasalen Mikrobioms bei GPA-Patien-

ten mit immunsuppressiver Therapie ähnlich derjenigen von gesunden Normalkontrollen war, 

wohingegen GPA-Patienten ohne immunsuppressive Therapie eine Dysbiose zeigten. Zur Er-

klärung des Befundes vermuten die Verfasser als Ursache für die Veränderung der mikrobiel-

len Zusammensetzung bei den Patienten ohne Immunsuppressiva eine subklinische Krank-

heitsaktivität. Dies könnte im Umkehrschluss bedeuten, dass immunsuppressive Therapien 

möglicherweise einen günstigen Effekt auf die Vermeidung einer Dysbiose der OAWe bei Pa-

tienten mit GPA haben könnten (59).  

In der vorliegenden Studie erhielten allerdings alle Patienten Immunsuppressiva. Insofern 

konnte kein entsprechender Vergleich vorgenommen werden.  

Zudem unterschied sich die Studiengruppe der vorliegenden Studie gegenüber der Studien-

gruppe von Rhee et al. durch den Einbezug einer Vergleichsgruppe von Patienten mit RA, einer 

Krankheit, die im Hinblick auf Krankheitsbild, genetische Risikofaktoren und immunologische 

Eigenschaften eine Reihe von Merkmalen mit der GPA teilt. 

So etwa die Assoziation mit dem PTPN22 R620W Polymorphismus sowie die Expansion von 

zirkulierenden und gewebeständigen „Cluster of Differentiation“ (CD)-Molekülen (CD4+ CD28- 

T-Zellen) mit anomaler Expression des natürlichen Killerzell-Rezeptors, was die Zellprolifera-

tion unterstützt und die endotheliale Zytotoxizität vermittelt. Verschiedene Studien und Tran-

skriptom-Analysen, die sich mit dieser Thematik auseinandersetzten, gehen von einer Patho-

gen- und Entzündungs-getriggerten Veränderung des peripheren T-Zellen-Kompartiments für 

beide Krankheiten, sowohl die RA als auch die GPA, aus (2, 13).  
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Zudem werden RA-Patienten und GPA-Patienten mit ähnlichen Immunsuppressiva behandelt 

(5).  

Rhee at al. (59) beobachteten bei Patienten mit GPA im Vergleich zu gesunden Kontrollen   

eine geringere Anzahl an Proprionibacterium acnes und Staphylococcus epidermidis, wohinge-

gen kein Unterschied bei der relativen Häufigkeit von S. aureus festgestellt wurde.  

Im Vergleich hierzu zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass zwar ebenfalls Propri-

onibacteriaceae und Staphylococcaceae weniger häufig bei GPA-Patienten waren, jedoch zeig-

ten auch RA-Patienten eine ähnliche Minderung der Häufigkeit, sodass diese Beobachtung 

nicht spezifisch für die GPA zu sein scheint. 

Nichtsdestotrotz konnte S. aureus mithilfe von qPCR in einer signifikant höheren Anzahl an 

Proben bei Patienten mit GPA im Vergleich zu RA-Patienten und NK festgestellt werden. Ge-

stützt werden die Daten der vorliegenden Arbeit auch von Ergebnissen vorangegangener, auf   

Kultur-abhängigen Methoden basierender Studien, die von einer vermehrten Anzahl von na-

salen S. aureus-Trägern (5-9, 53) berichten. Darüber hinaus wurde auch ein Zusammenhang 

zwischen S. aureus-Besiedelung und endonasaler Aktivität sowie einer gesteigerten Rezidiv-

rate bestätigt (5-9, 53). 

Die dominierende Rolle von S. aureus in Hinblick auf die Dysbiose der OAWe könnte bei Pati-

enten mit GPA auf eine reduzierte epithelial induzierbare Sekretion von Humanem-Beta-De-

fensin-3(hBD3) zurückzuführen sein, einem antimikrobiellen Peptid, das eine hohe Aktivität 

gegen S. aureus zeigt (58).  

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Dysbiose ist für den Forschungsdiskurs zum Thema 

insofern relevant, das bereits in einer Reihe anderer Arbeiten ein Zusammenhang mit der Pa-

thogenese unterschiedlicher chronisch-inflammatorisch-, und autoimmun-bedingter Erkran-

kungen erkannt wurde (13). So zählen beispielsweise Diabetes Mellitus Typ 1, Multiple Skle-

rose oder auch die RA dazu (83-85). Die am häufigsten untersuchten Krankheitsentitäten im 

Hinblick auf den Einfluss von wirtseigenen, mikrobiellen Interaktionen auf die krankheitsspe-

zifische Immunregulation sind die Chronisch Entzündlichen Darmerkrankungen Colitis Ulce-

rosa und Morbus Crohn. In klinischen und experimentellen Studien wurden das intestinale 

Mikrobiom und dessen Auswirkungen auf den Krankheitsprozess analysiert (13, 86-90). In die-

sem Zusammenhang wurde beobachtet, dass die bei der Colitis Ulcerosa unter anderem ein-

gesetzte Stuhltransplantation therapeutische Erfolge mit vorübergehender Remission der Er-

krankung verzeichnen konnte (91).  
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Aber auch für die in dieser Arbeit mit einer Patientengruppe als Vergleich untersuchte RA   

konnte bereits in mehreren Studien ein Zusammenhang zwischen dem Bestehen einer Dysbi-

ose des Mikrobioms und der Krankheitsentwicklung gefunden werden (10-12). 

Zusätzlich zu den vorgenommenen Tests auf das Vorkommen von S. aureus, wurde in der vor-

liegenden Arbeit die Existenz von H. influenzae sowie Entero- und Rhinoviren anhand von 

qPCR ermittelt. Wenn auch nicht statistisch signifikant, so konnte H. influenzae häufiger bei 

GPA- als bei RA-Patienten und NK festgestellt werden. Entero- sowie Rhinoviren wurden in 

keiner der Proben entdeckt.  

Ergänzend wurde für eine Teilgruppe von Patienten mit GPA und NK mittels der ‚UMERS‘ Me-

thodik die relative Häufigkeit von bakteriellen, viralen und pilzartigen Spezies im Mikrobiom 

bestimmt (64, 65). Die UMERS Analyse deckte RNA Transkripte von Pathogenen auf, die eine 

relative Häufigkeit von Contig-DNA-Abschnitten beinhalteten, welche wiederum mit einer 

akuten respiratorischen Infektion bei drei GPA Patienten in Verbindung stehen könnten. Rhi-

novirus A wurde bei einem Patienten, eine Co-Infektion mit Rhinovirus A und H. influenzae bei 

einem weiteren und eine H. influenzae Besiedlung bei einem dritten gefunden. Laut UMERS 

Analyse waren drei weitere GPA Patienten von S. aureus und M. catarrhalis kolonisiert.  

Pathogen-bezogene-Signaturen, die in der Regel dafür sorgen, dass das menschliche Immun-

system den Krankheitserreger als „fremd“ identifiziert, wurden auch anderweitig schon un-

tersucht, wobei etwa eine S. aureus-induzierte Signatur in unterschiedlich exprimierten Tran-

skripten von T-Zellen bei Patienten mit GPA entdeckt wurden (92). So waren T-Zellen mit hoch-

regulierten Genen innerhalb der einzel-positiven CD4+ und CD8+ Populationen sowie hochre-

gulierte Gene innerhalb der doppel-positiven CD4+ und CD8+ Zellen unter anderem mit einer 

S. aureus-Infektion assoziiert (92).  

Diese Beobachtung deckt sich mit den in der vorliegenden Studie gefundenen Daten, die zei-

gen, dass multiple bakterielle und virale Taxa einen Einfluss auf Patienten mit GPA haben. In 

diesem Sinne konnte auch in der oben zitierten Studie zirkulierende T-Zellen spezifisch für 

Cytomegalovirus, Epstein Barr Virus, Influenza A Virus, Metapneumovirus und Respiratory 

Syncytial Virus detektiert werden, was wiederum die potenzielle virale Einflusskomponente 

widerspiegelt (92).  

Insgesamt ist jedoch auch zu berücksichtigen, dass bei der Entwicklung der GPA neben den in 

dieser Arbeit beschriebenen exogenen Faktoren, etwa das Vorhandensein eines veränderten 
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Mikrobioms, auch andere endogene Faktoren an den mukosalen, nasalen Grenzflächen eine 

Rolle spielen können.  

So steht die Erkrankung im Zusammenhang mit (1) einer reduzierten ziliären Motilität des 

Epithels, (2) einer geringeren Konzentration des induzierbaren anti-mikrobiellen Peptids: Hu-

manes- Beta-Defensin-3 (hBD3) und (3) einer Modifizierung des transkriptionalen Profils der   

nasalen Mukosa, welche unter anderem zu einer Runterregulation des Mustererkennungsre-

zeptors (pattern recognition receptor, PRR) Toll-like Rezeptor-4 (TLR-4) führt (58, 93, 94). 

Insbesondere die bei GPA-Patienten vorliegende Barrierestörung am respiratorischen Epithel 

mit dysregulierter lokaler Immunantwort könnte eine Rolle im Hinblick auf die Entwicklung   

einer Dysbiose des Mikrobioms an mukosalen Grenzflächen und die chronische Entzündung 

der OAWe bei Patienten mit GPA spielen (2, 95).  

In verschiedenen Arbeiten wurde zudem die Bildung von ektopen lymphoiden Strukturen in-

nerhalb von granulomatösen Läsionen der OAWe bei Patienten mit GPA beobachtet (96-98). 

Dies wiederum suggeriert eine Antigen-getriebene Entzündung. So gehen Voswinkel et al. da-

von aus, dass die Reifung hinsichtlich Selektion und Affinität von PR3-ANCA autoreaktiven B-  

Zellen in granulomatösen Läsionen beginnt und damit die Entwicklung von einer lokalisierten 

ANCA negativen GPA hin zu einer generalisierten PR3-ANCA positiven GPA fördert (78).  

Sowohl die möglichen Folgen der Veränderung der mukoziliären Reinigung als auch die respi-

ratorische Immunantwort sind nicht in Gänze anhand von experimentellen Arbeiten aufge-

klärt, u.a. da Tiermodelle die bei GPA-Patienten beobachtete Pathologie der OAW nicht adä-

quat nachbilden können (99).  

Ferner konnte eine abnorme Expression von Zytokinen bei nasalen Epithelzellen beschrieben 

werden (100). Wohlers et al. beobachteten bei Patienten mit GPA einen deutlich erhöhten 

Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (G-CSF)- und eine reduzierte basale Interleukin 

(IL)-8-Konzentration (100). IL-8 fungiert als chemischer Lockstoff für polymorphonukleare 

Neutrophile und Monozyten und initiiert deren weitere Aktivität und schafft so die nötige 

Mikroumgebung der jeweils ablaufenden Entzündungsreaktion (101). Zusätzlich zeigte die in 

der zitierten Studie vorgenommene Stimulation mittels S. aureus-Überständen (StammT190-

2), dass bei den GPA-Patienten nicht nur eine signifikant geringere IL-8 Sekretion, sondern 

auch eine eingeschränkte Folgereaktion auf den Stimulus bestand (100). Es wurde beobachtet, 

dass sich die IL-8 Sekretion dem Stimulus quantitativ nicht anpasst, was wiederum dazu führen 

kann, dass sich auf lokaler Ebene die Zusammensetzung des mikrobiellen Besiedlungsspek-
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trums der Nasenschleimhaut verändert und ein Ungleichgewicht der inflammatorischen Re-

aktion auf mikrobielle Reize gefördert werden kann (100).  

Dies wiederum unterstützt die These, dass sich die GPA-Erkrankung unter dem Einfluss der 

oben genannten Faktoren im Zusammenspiel mit einer existierenden Dysbiose entwickeln 

könnte.  
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5. Zusammenfassung  

 
In der vorliegenden Studie konnten Anzeichen für Veränderungen der mikrobiellen Zusam-

mensetzung innerhalb der Nasenhöhle bei Patienten mit GPA nachgewiesen werden.  

Im Einzelnen wurde bei Patienten mit GPA eine verminderte Alpha-Diversität des nasalen Mik-

robioms im Vergleich zu RA-Patienten festgestellt. Zusätzlich zeigte sich ein Trend zu geringe-

rer Vielfalt des nasalen Mikrobioms bei GPA-Patienten im Vergleich zur NK. 

Die drei Haupt-Phyla des nasalen Mikrobioms aller Probandengruppen waren: Proteobacteria, 

Firmicutes (mit den Klassen Clostridia und Bacilli) und Actinobacteria. Veränderungen der re-

lativen Häufigkeiten von Bakterien konnten auch auf der taxonomischen Ebene der Familien 

festgestellt werden. Auffällig war das signifikant häufigere Vorkommen der Klasse Bacilli bei 

den Patienten mit GPA im Vergleich zu den Patienten mit RA und NK.  

Mithilfe der qPCR wurde S. aureus signifikant häufiger in den Proben der GPA-Patienten nach-

gewiesen als in Proben der anderen beiden Gruppen. H. influenzae war zwar quantitativ stär-

ker in den GPA-Proben als bei denen der Kontrollgruppen vertreten, der Unterschied war je-

doch statistisch nicht signifikant.  

Mit der Methodik der UMERS Analyse konnte die Anwesenheit von unbekannten oder bis vor 

Kurzem unbeschriebenen Pathogenen der OAWe sowohl bei ausgewählten Patienten mit GPA 

als auch in der Gruppe der NK ausgeschlossen werden.  

In der Gesamtschau weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass es bei 

Patienten mit GPA zu Veränderungen der mikrobiellen Zusammensetzung an mukosalen 

Grenzflächen der OAW kommt, die in der Folge zu einer mikrobiellen Dysbiose führen.   

Die vorliegenden Daten verdeutlichen, dass komplexe Veränderungen von Wirt-Mikrobiom-

Interaktionen der OAWe, mehr noch als die alleinige S. aureus Besiedlung die endonasale 

Krankheitsaktivität beeinflussen. Dies hat ebenfalls einen Einfluss auf die Immunantwort, die 

Patienten mit GPA zu einer chronischen Entzündungsreaktion und Autoreaktivität prädispo-

niert.  
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7. Anhang  

 
7.1. Ergänzende Tabellen 

 
Ergänzende Tabelle 1: Patientencharakteristika der GPA Patienten. 

ID l/ga  C-

AN-

CAb  

P-

AN-

CAb 

PR3-

AN-

CAb 

MPO-

AN-

CAb 

Histo- 

logieb 

Organ 

be- 

teiligungc 

CRPd  ESRe  LKCsf Kreatining  Analyse- 

methodenh 

1 g 1 0 1 0 1 E, L, K, P - + - - 16S, qPCR 

2 g 1 0 1 0 0  E, A, B - - - - 16S 

3 g 0 0 0 0 fD E, S, Ey, L + - + + 16S, qPCR 

4 g 1 0 1 0 1 E, L, A, 

Ey, P 

+ - + - 16S, qPCR 

5 g 1 0 1 0 1 E, L, K, C, 

B 

- + + - 16S, qPCR 

6 g 1 0 1 0 1 E, Ey, L, 

K, B 

+ - + - 16S, qPCR 

7 g 1 0 1 0 0 E, L, K, A, 

P, B 

+ fD - + qPCR 

8 g 1 0 1 0 1 E, L, K, A, 

B, H, Ey 

- - - + 16S, qPCR 

9 g 0 1 1 0 1 E, L, K, P - - - + 16S, qPCR 

10 g 1 0 1 0 1 E, L, B - + - - qPCR 

11 g 1 0 1 0 0 E, L, B - + - - qPCR 

12 g 1 0 1 0 1 E, L, K, 

Ey, A, C, 

B 

- - + - 16S, qPCR 



 

    VI 

13 g 1 0 1 0 fD E, Ey, L, 

K, C, A, S, 

B 

+ - - fD 16S, 

14 l 0 1 0 1 1 E, L - - - - qPCR 

15 g 0 0 0 0 1 E, Ey - - - + 16S, qPCR 

16 g 1 0 1 0 1 E, K, A, 

Ey 

- - + + qPCR 

17 g 1 0 1 0 0 E, S, A, B - + - - 16S, qPCR 

18 g 1 0 1 0 1 E, L, K, A, 

P 

- - + + 16S, qPCR 

19 g 1 0 1 0 0 E, K, A, B - + - + qPCR 

20 g 1 0 1 0 1 E, L, K, P, 

Ey, S, A 

- + - + 16S, 

UMERS 

21 l 1 0 1 0 1 E, L + - - - 16S, 

UMERS,  

22 l fD 0 1 0 0 E + + + - 16S, 

UMERS 

23 g 1 0 1 0 0 E, Ey, S, 

A, B 

- - - - UMERS 

24 g 1 0 1 0 0 E, Ey, L - - - + 16S, 

UMERS 

25 g 1 0 1 0 0 E, A, B - - - - 16S, 

UMERS 

26 l 0 0 0 0 1 E + - - - 16S, 

UMERS 

27 g 1 0 fD 0 fD E, S, A, B + + + - 16S, 

UMERS 

28 g 1 0 1 0 1 E, L, K, A, 

B, S 

+ + - + 16S, 

UMERS 
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29 g 1 0 1 0 1 E, L, S, B - - + - 16S 

Abkürzungen: ANCA= anti-neutrophil cytoplasmic autoantibody; ESR= erythrocyte sedimentation rate; 

CRP= C-reactive protein; LKZ= Leukozyten; MPO= Myeloperoxidase; PR3= Proteinase 3;  
a GPA wurde als lokalisiert (l) klassifiziert, i.e., GPA beschränkt auf die oberen und/oder unteren Atemwege 

ohne andere systemische Beteiligung oder konstitutionelle Symptome oder als generalisierte (g) inklusive 

frühe systemische Erkrankung, i.e., GPA mit multipler Organbeteiligung und mit oder ohne Organ-bedro-

hende bzw. Lebensbedrohende Erkrankung definiert durch die „European League Against Rheumatism“ 

(EULAR) und die „European Vasculitis Study Group“ (EUVAS) (102).  
b 0= negativ; 1= positiv; fD= fehlende Daten. 
c Organbeteiligung: E= Obere Atemwege; L= Lunge; K= Niere; Ey= Auge; H= Herz; S= Haut; P= peripheres 

Nervensystem; C= zentrales Nervensystem; A= muskuloskeletal; B= B Symptome. 
d CRP Level ³5 mg/L sind positiv; CRP Level <5 mg/L sind negativ.  
e BSG ³30 mm/h ist positiv; BSG <30 mm/h ist negativ.  
f Leukozyten ³9 G/L sind positiv; Leukozyten <9 G/L sind negativ.  
g Kreatinin ³80 µmol/L ist positiv; Kreatinin <80 µmol/L ist negativ. 
h Analysemethoden: UMERS= unbiased metagenomic RNA sequencing; 16S= V3–V4 Region 16S rRNA Am-

plikon Sequenzierung; qPCR= quantitative PCR. 



   VIII 

Ergänzende Tabelle 2: Patientencharakteristika der RA Patienten. 

ID RF a Anti-CCP a  DAS 28 b Larsen score c Methode der 

Analyse d 

1 1 1 md 5 16S 

2 fD fD 2 fD 16S, qPCR 

3 1 1 0 4 16S, qPCR 

4 1 1 0 0 16S, qPCR 

5 1 0 4.95 4 16S, qPCR 

6 0 0 3.20 1 16S, qPCR 

7 0 0 1.67 2 16S, qPCR 

8 1 1 3.01 fD 16S, qPCR 

9 1 1 fD 4 16S, qPCR 

10 0 0 3.48 3 16S, qPCR 

11 1 1 2.17 0 16S 

12 0 0 2.94 1 16S 

13 1 1 5.78 5 16S, qPCR 

14 0 1 6.80 3 16S, qPCR 

15 0 0 3.99 1 16S, qPCR 

16 1 1 0.91 0 16S 

17 1 1 1.21 2  qPCR 

18 0 0 0 0 16S, qPCR 

19 0 0 3.62 0 16S, qPCR 

20 1 1 2.17 2 16S, qPCR 

21 0 0 3.40 1 16S, qPCR 

Abkürzungen: RF= Rheumafaktor; Anti-CCP= anti-citrullinated cyclic protein antibody;  
a 0= negativ; 1= positiv; fD= fehlende Daten. 
b DAS 28= Disease activity score 28; DAS 28 £2.6 ist Remission, DAS 28 >2.6 ist aktive Erkrankung (60).  
c Larsen Score bewegt sich zwischen 0 (keine pathologischen Anzeichen) und 5 (verstümmelnde Verän-

derungen und Ankylose) (103). 
d Methoden der Analyse: UMERS= unbiased metagenomic RNA sequencing; 16S= V3–V4 Region 16S 

rRNA Amplikon Sequenzierung; qPCR= quantitative PCR. 

 

 



 

 
 
 

IX 

Ergänzende Tabelle 3: Immunsuppressive Medikamente von GPA Patienten. 

ID PRD RTX MTX AZA LEF MMF 

1 1 0 0 1 0 0 

2 1 1 0 0 0 0 

3 1 1 0 0 0 0 

4 1 1 0 0 0 0 

5 1 0 1 0 0 0 

6 1 1 1 0 0 0 

7 1 0 1 0 0 0 

8 1 0 1 0 0 0 

9 1 0 0 0 0 1 

10 0 0 0 1 0 0 

11 1 1 0 0 0 0 

12 1 0 0 1 0 0 

13 1 1 0 0 1 0 

14 1 0 1 0 0 0 

15 1 0 1 0 0 0 

16 1 0 1 0 0 0 

17 1 0 0 1 0 0 

18 1 0 1 0 0 0 

19 1 1 0 1 0 0 

20 1 0 0 0 1 0 

21 1 0 0 0 1 0 

22 1 0 1 0 0 0 

23 1 1 0 0 0 0 

24 1 0 1 0 0 0 

25 1 1 0 0 0 0 

26 1 0 1 0 0 0 

27 1 0 1 0 0 0 

28 1 1 0 0 0 0 

29 1 0 1 0 0 0 

Abkürzungen: 1= Einnahme der Medikation; 0= keine Einnahme der Medikation; AZA= Azathioprin; 

LEF= Leflunomid; MTX= Methotrexat; MMF= Mycophenolat Mofetil; PRD= Prednisolon; RTX= Rituxi-

mab. 



 

 
 
 

X 

Ergänzende Tabelle 4: Immunsuppressive Medikamente von RA Patienten. 

 

Abkürzungen: 1= Einnahme der Medikation; 0= keine Einnahme der Medikation; ABT= Abatacept; 

ADA= Adalimumab; AZA= Azathioprin; CZB= Certolizumab; ECT= Etanercept; LEF= Leflunomid; MTX= 

Methotrexat; MMF= Mycophenolat Mofetil; PRD= Prednisolon; RTX= Rituximab; TZB= Tocilizumab. 

 

 

 

 

ID PRD MTX AZA LEF ABT ADA CZB TZB ECT 

1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 

2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

4 1 0 0 0 0 0 1 0 0 

5 1 0 0 0 0 0 0 1 0 

6 1 0 1 0 0 0 0 0 0 

7 0 1 0 0 0 1 0 0 0 

8 1 1 0 0 0 0 0 0 1 

9 1 1 0 0 0 0 0 1 0 

10 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

11 1 1 0 0 0 0 0 0 1 

12 1 0 0 1 0 0 0 0 0 

13 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

14 1 0 0 0 0 0 0 1 0 

15 1 0 0 0 0 0 0 1 0 

16 1 1 0 1 0 0 0 0 0 

17 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

18 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

19 1 0 0 1 0 0 0 0 0 

20 1 1 0 0 0 0 0 0 1 

21 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
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Ergänzende Tabelle 5: Zusammenfassung der “next-generation sequencing”- Daten durch 

UMERS. 

    nicht-humane reads 

ID Gruppe Gesamt reads % hu-

mane 

reads 

 

rel. Häufigkeit  

virale reads 

rel. Häufigkeit 

bakterielle 

reads 

rel. Häufigkeit  

andere reads* 

1 GPA 21,863,733 40.04 0.184 82.9 16.84 

3 GPA 22,148,984 57.97 0.26 81.12 18.02 

4 GPA 23,339,015 9.02 0.136 79.2 20.5 

5 GPA 24,699,696 15.43 0.179 79.56 19.41 

6 GPA 19,403,923 26.84 0.193 78.98 19 

7 GPA 19,949,905 45.44 0.1 71.45 27.04 

12 GPA 21,348,828 23.24 0.16 82.34 16.77 

13 GPA 23,020,928 33.54 0.13 76.3 22.78 

19 GPA 1,637,609 4.64 0.656 91.3 7.91 

9 NK 20,186,843 64.06 0.411 65.945 33.3 

10 NK 27,049,163 68.45 0.24 62.253 35.52 

15 NK 26,364,789 41.92 0.197 66.012 32.53 

21 NK 31,199,660 3.92 0.795 73.56 24.5 

*Andere reads beinhalten: (1) parasitäre und fungale reads, (2) reads, die nicht in der NCBI Daten-

base gefunden wurden und (3) reads, die von der Umwelt abstammen. 
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