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Einleitung

.1  Die Entzindung

Unter einer Entzindung wird eine Immunantwort des Korpers auf potenziell schadliche Noxen

verstanden (Murphy et al. 2012, S. 10-11).

Klassischerweise kann das Immunsystem des Menschen dabei in ein angeborenes, schnelles
und ein erworbenes, spezifisches Immunsystem unterteilt werden. Zeichen der klassischen
Entzindung mit calor, rubor, dolor, tumor und functio laesa (Larsen und Henson 1983) sind als
Ausdruck einer ablaufenden Immunantwort des Kdrpers auf Noxen zu werten, mit dem Ziel
einer Wiederherstellung der Integritdt des verletzten Gewebes. Die Funktionsweise des
angeborenen Immunsystems beruht dabei zum einen auf natlrlichen Barrieren und zum
anderen auf der Rekrutierung von Entziindungszellen, wie neutrophilen Granulozyten und der
Aktivierung von Monozyten und Makrophagen. Aullerdem kann es bei Bedarf zur Aktivierung
des Komplement-Systems, zur Freisetzung von Akute-Phase Proteinen und verschiedenen
Mediatoren und Zytokinen flhren. Das erworbene, adaptive Immunsystem flhrt bei
Anwesenheit eines Antigens zum Priming sowie zur Aktivierung und Differenzierung der T- oder
B-Zelle. AnschlieRend kann dann die spezifische Reaktion auf das Antigen stattfinden, entweder
durch aktivierte T-Zellen oder Uber die Freisetzung von Antikérpern aus aktivierten B-Zellen,
also Plasmazellen (Parkin und Cohen 2001). AbschlieRend tritt die Heilung ein (Singer und Clark
1999). Nichtsdestotrotz sind die Langzeitfolgen einer andauernden, chronischen Entziindung
nicht vorteilhaft, sondern koénnen vielmehr zu einer dauerhaften Gewebeschadigung

(Slonczewski 2012, S. 1023) und schlieBlich einem verfrihten Tod fihren (Hotamisligil 2006).

Medzhitov stellte 2008 ein Modell aus Ursachen, physiologischen und pathologischen Folgen
der Inflammation vor (Medzhitov 2008). Potenziell schadliche Noxen kbénnen so
klassischerweise Infektionen mit Organismen darstellen, die zu einer Entzindung fihren und
so in einer akuten Immunabwehr mit dem Ziel der Elimination des Eindringlings mindet. Dies
kann jedoch, insbesondere bei Chronifizierung, zum entzindlichen Schaden der beteiligten

Gewebe bis hin zur Sepsis fihren. Auch die Entwicklung einer Autoimmunitat ist so moglich.
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Zudem konnen direkte Schiaden der Gewebe zur Inflammation fiihren, hier mit dem Ziel eine
Geweberegeneration zu erwirken. Hier ist in der pathologischen Konsequenz eine Fibrosierung
sowie Metaplasie oder sogar Tumorwachstum mdglich. Eine weitere Mdglichkeit ist die
Entwicklung einer Entziindung aufgrund von Gewebestress und -fehlfunktionen. Hier ist die
Wiederherstellung der Gewebs-Homoostase als Ziel anzusehen. Auch hier kann die Entziindung
zu pathologischen Konsequenzen fihren und verschiedenen auch autoinflammatorischen
Erkrankungen filhren (Medzhitov 2008). Wird dieser Stress durch eine Uberangebot an
Nahrung beziehungsweise Ubergewicht versucht wird er auch als Metaflammation (Gregor und

Hotamisligil 2011).

Ein klassisches Modell zur Untersuchung des Immunsystems stellt die Fruchtfliege Drosophila
melanogaster dar. An ihr konnte gezeigt werden, dass viele Schlisselsignale und Regulatoren
evolutionar hoch konserviert sind (Johnston und Nisslein-Volhard 1992; Lemaitre und
Hoffmann 2007; Padmanabha und Baker 2014). Zudem sind viele Organsysteme der Fliegen
homolog zu denen von Vertebraten und kdénnen so der Untersuchung der Interaktion von
Mikrobiom und dem Immunsystem an Grenzflachen, wie dem Darm, dienen (Buchon et al.
2014). Anhand des sogenannten Fettkdrpers der Drosophila melanogaster zeigt sich auRerdem
die enge VerknUpfung immunologischer und metabolischer Funktionen (Hotamisligil 2017). So
bildet er eine funktionelle Einheit, bestehend aus Homologen der Leber, des hamatopoetischen
Systems und schlieRRlich des Immunsystems und des Fettgewebes und zeigt so eindricklich die

funktionelle und strukturelle Nahe der Systeme auf (Hotamisligil 2006).

Dies erklart auch, dass in der Vergangenheit viele verbindende Assoziationen bei Erkrankungen
der Systeme aufgezeigt werden konnten. Konkret werden je nach Entitdt verschiedene
pathogenetische Zusammenhange diskutiert. Diese reichen von der Anwesenheit glykosylierter
Stoffwechselendprodukte, sogenannter AGEs (Advanced Glycation Endproducts) (Preshaw et
al. 2012; Nonaka et al. 2018; Detzen et al. 2019), dem Vorliegen verschiedenster systemischer
Zytokine (Brasier 2010; Meyle und Chapple 2015), wie Interleukin (IL)-6 (Brasier 2010; Nonaka
et al. 2018), TNF-a (Tumor necrosis factor a) (Kriegler et al. 1988; Moss et al. 1997) und IL-1B
sowie Chemokinen, wie CXCL8, auch die Aktivierung der IL-23/IL-17-Achse (Mukaida et al. 1994;

Takahashi et al. 2011) und ein Ungleichgewicht parainflammatorischer Molekdle (Nishita et al.
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2010; Maekawa et al. 2017; Schulz J et al. 2019), sowie Verdanderungen des oralen Mikrobioms

(Preshaw et al. 2012; Meyle und Chapple 2015).

Hochpravalente Beispiele fir diese chronisch entziindliche Erkrankungen (englisch: Chronic
Inflammatory Disease, CID) sind zum einen die klassisch entziindlichen Erkrankungen, wie die
chronisch entztindlichen Darmerkrankungen (CED), Morbus Crohn und Colitits ulcerosa (Zhang
und Li 2014; Kim und Cheon 2017), sowie die rheumatoide Arthritis (Scott et al. 2010) und die
Psoriasis und Psoriasis Arthritis (Coates et al. 2016). Zudem wurde in den letzten Jahren immer
deutlicher, dass auch andere systemische Erkrankungen zu den entziindlichen Erkrankungen
gezdhlt werden sollten. Dazu gehoren die Atherosklerose und damit die kardiovaskuldre
Inflammation (Ross 1999) sowie die klassische metabolische Entziindung, also der Diabetes und
die Vorstufen (Hotamisligil 2006; Hotamisligil 2017). lhnen allen ist gemein, dass sie unter
anderem mit der Parodontitis assoziiert sind (Preshaw et al. 2012; Araujo et al. 2015;
Christophers 2017; Papageorgiou et al. 2017; Potempa et al. 2017; Slots 2017; Ungprasert et
al. 2017).

Durch entzlndliche Stimuli wird zumeist NF-kB aktiviert. Wie aber die Signalkaskaden
angestolRen werden, was es fur initiierende Stimuli gibt oder wie der Schalter umgelegt wird
und es zu einer inflammatorischen Kondition kommt, ist Gegenstand aktueller Forschung.
Verschiedene Trigger werden diskutiert, dazu zdhlen die Gewebsverletzung oder chronische
Infektionen. Allerdings wird es immer deutlicher, dass die Interaktion mit dem Mikrobiom der
Grenzflachen eine wichtige, wenn auch noch nicht ganzlich geklarte Rolle zu spielen scheint

(Buchon et al. 2014) und ist in Abbildung 1 visualisiert.

Die Aktivierung von NF-kB flhrt in der Folge vornehmlich zur Produktion von IL-6 und TNF-a.
Dies erfolgt zum Beispiel im Rahmen der vaskuldaren Entziindung (Brasier 2010). Durch
Freisetzung einer transmembranen TNF-a-Vorstufe durch TACE (TNF-a converting enzyme),
welche auch als ADAM17 (A Disintegrin And Metalloproteinase Domain 17) bezeichnet wird
(Kriegler et al. 1988; Moss et al. 1997). Der kanonische Weg der Aktivierung von NF-kB wird
durch Bindung von TNFa an TNFR (TNF-a-Rezeptor) angestoRen. Bindung von RANKL (Receptor
Activator of NF-kB-Ligand) and RANK (Receptor Activator of NF-kB) kann sowohl zur Initiierung
des kanonischen als auch des nicht kanonischen Signalwegs fiihren. Die Bindung des

Vasopressors Angiotensin Il (Ang Il) an seinen Rezeptor AT1A (Typ 1 Angiotensin Rezeptor) fiihrt
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zur Aktivierung eines in den kanonischen Signalweg mindenden pathway (Han Youqi et al.
1999). Auch die Bindung von Wnt5a an seinen Rezeptor Frizzled (Fz) und Korezptor ROR 1/2
fihrt Gber Aktivierung des nicht-kanonischen Signalwegs zur Aktivierung von NF-kB (Nishita et
al. 2010). Bindung von AGEs (advanced glycation endproducts) an den Rezeptor RAGE fihrt
Uber Aktivierung von NF-kB ebenfalls zur Produktion von IL-6 (Nonaka et al. 2018). Auch die
Bindung an eine l6sliche Form des RAGE (sRAGE) fihrt zu dhnlichen Effekten (Preshaw et al.
2012; Detzen et al. 2019). In humanen Gingivaepithelzellen fuhrt die Stimulation mit IL-17A
auBerdem zur Produktion von IL-1B, IL-6 und TNFa sowie zur Produktion des Chemokins CXCL8
(Takahashi et al. 2011). Die Phosophodiesterase 4 (PDE4) baut zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) zu AMP ab und verhindert so die Aktivierung der

Proteinkinase A (PKA) die wiederrum die Aktivierung von NF-kB verringert (Li et al. 2018).

/v Parodontitis
Chronisch entziindliche Darmerkrankung
m i: Rheumatoide Arthritis
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der Verbindung inflammatorischer Erkrankungen durch NF-kB
und verschiedene Entziindungsmediatoren; modifiziert nach Mukaida et al. 1994, Kriegler et al. 1996,
Moss et al. 1997, Brasier et al. 2010, Takahashi et al. 2011, Nishita et al. 2010, Boyce et al. 2015, Meyle
und Chapple 2015, Rose-John et al. 2017, Nonaka et al. 2018, Schulz, Knappe, Graetz et al. 2019.
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.2 Mikrobiom und Entzindung an den Grenzflachen des Kdrpers

Der Mensch ist standig duleren Einflissen ausgesetzt und lebt mit einer Vielzahl von
Kleinstorganismen in einer Symbiose (Savage 1977; Whitman et al. 1998). Die Rolle dieser
Organismen bei der Aufrechterhaltung von Gesundheit sowie der Entstehung von Krankheiten
wurde jedoch lange unterschatzt (Cong und Zhang 2018; Gilbert et al. 2018). Ob sie eine
Erkrankung auslosen, hangt zum einen von der Pathogenitat des Organismus und zum anderen
von der Fahigkeit des menschliche Immunsystems ab, addquat auf diese zu reagieren (Parkin
und Cohen 2001). Dass mikrobielle bzw. bakterielle Infektionen eine akute Immunantwort
auslosen konnen ist dabei schon lange bekannt und wahrscheinlich die am besten
charakterisierte Form der Immunantwort (Medzhitov 2008). Da das Immunsystem ein im
hochsten MalRe ausbalanciertes System ist, welches bei Fehlaktivitaten seiner pro- und/oder
anti-inflammatorischen Mediatoren zur Entwicklung schwerer Erkrankungen flihren kann
(Palladino et al. 2003), wird zunehmend der Einfluss der Umwelt auf die von Bakterien
besiedelten Grenzflachen des Korpers, wie das Mikrobiom der Haut (Baurecht et al. 2018), das
Darmmikrobiom (Clemente et al. 2018) und das orale Mikrobiom (Lamont et al. 2018)
diskutiert. Hierbei scheint ein enger Zusammenhang zwischen dem besiedelnden Mikrobiom

und der Immunantwort des Wirts zu bestehen (Honda und Littman 2016).

In einem 2016 im Nature veroffentlichten Review beschreiben Thaiss et al. ausflhrlich
Zusammenhange zwischen der Nahrungsaufnahme, dem Mikrobiom der Grenzflachen und
dem angeborenen Immunsystem. Bereits scheinbar geringfligige Veranderungen in einzelnen
Bestandteilen haben danach weitreichende Auswirkungen auf die jeweils anderen Systeme und
kédnnen metabolische, neoplastische und autoimmune sowie autoinflammatorische

Veranderungen bedingen (Thaiss et al. 2016).

Ein prominentes und gut untersuchtes Beispiel hierflr ist die Zusammensetzung des
Darmmikrobioms. Die beiden hauptsachlich im gesunden Darm vorkommenden Phyla sind die
Bacteroidetes und die Firmicutes (Strober et al. 2002). Wiederholt konnte gezeigt werden, dass
Ubergewicht mit einer Verringerung der Bacteroidetes, beziehungweise einer hdheren Ratio

aus Firmicutes/Bacteroidetes (Ley et al. 2005; Ley et al. 2006; Turnbaugh et al. 2009), und einer
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geringeren Diversitat (Turnbaugh et al. 2009; Cotillard et al. 2013) im Vergleich zu gesunden,
schlanken Probanden assoziiert ist. Auch bestehen bereits human-therapeutische Ansatze die
sich das Wissen (ber diesen Zusammenhang von Mikrobiom und Stoffwechsel zu nutzen
machen. So konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass sowohl eine Gewichtsreduktion
(Ley et al. 2006; Heinsen et al. 2016) als auch die gezielte Applikation von Niacin im Ileokolon
zu einer erhoéhten Abundanz von Bacteroidetes und einer Verbesserung von Parametern der

metabolischen Entziindung fihrt (Fangmann et al. 2018).

Auch fir den Typ 1 Diabetes mellitus ist ahnliches bekannt. In Studien konnte so gezeigt
werden, dass Verdanderungen des Darmmikrobioms im Kindesalter, wie eine geringere a-
Diversitat und Veranderungen der bakteriellen Zusammensetzung, mit dem Auftreten von Typ
1 Diabetes mellitus assoziiert sind (Kostic et al. 2015). In einem Mausmodell fir den Typ 1
Diabetes mellitus, konnte zudem nach einer Stuhltransplantation die Auspragung des Diabetes

verringert werden (Wen et al. 2008).

Zudem konnte ein starker Zusammenhang zwischen dem Auftreten von intestinalen Prevotella
copri und einer klassischen autoimmunen Erkrankung, namlich der rheumatoiden Arthritits,
gezeigt werden. So scheinen hohe Abundanzen von Prevotella copri zu einer Verringerung der
Bacteroides zu fiihren und die Entwicklung der rheumatoiden Arthritis so zu beglinstigen und
aulerdem zur Entwicklung einer Colitis beizutragen. Diese Beobachtungen legen ebenfalls eine
autoinflammatorische Komponente dieser vornehmlichen autoimmunen Erkrankung dar
(Scher et al. 2013). Konkret ist denkbar, dass die Dysbiose des Darmmikrobioms zu einer
Aktivierung der Wirtsabwehr fihrt und so wiederrum zu einer peripheren Aktivierung von B-

Zellen und damit zur Produktion von Antikérpern fihrt (Cho und Blaser 2012).

Insgesamt stellt die Darmwand eine wichtige, schdatzende Barriere dar und beinhaltet zudem
metabolische Funktionen und eine grofRe immunologische Kompetenz (O’Hara und Shanahan
2006). Die genauen Zusammenhange und die schiitzende Toleranz gegenliber Veranderungen

sowie ihr Verlust sind Gegenstand aktueller Forschung.

Aber nicht nur der Darm stellt eine Schnittstelle des Kdrpers zur Aullenwelt dar. Verdnderungen
der Zusammensetzung der Phyla konnten so in verschiedenen krankhaften Veranderungen der
Haut (Cho und Blaser 2012; Johnson et al. 2018), des Magens (Camilo et al. 2017), der Lunge

(Moffatt und Cookson 2017) und auch des oralen Mikrobioms festgestellt werden (Teles et al.
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2013; Hajishengallis 2014). Auch die Entwicklung maligner Erkrankungen steht damit im

Zusammenhang (Francescone et al. 2014).

[.3  Chronisch entzlndliche Erkrankungen

Im Folgenden werden die flr diese Dissertation relevanten Erkrankungen und eingesetzten

Therapeutika ndher charakterisiert.

[.3.1 Rheumatoide Arthritis

Die rheumatoide Arthritis ist eine chronisch entziindliche Erkrankung weitgehend unbekannter
Genese. Sie hat eine Pravalenz von etwa 1% und beginnt meist um das 40. Lebensjahr. Frauen

sind insgesamt haufiger betroffen als Manner (Hense et al. 2016).

Bei der Entstehung der rheumatoiden Arthritis flhren verschiedene Umwelt-Gen-
Wechselwirkung zu einem Verlust der Toleranz gegendiber citrullinierten Proteinen, also einer
autoimmunen Reaktion. Diskutierte umweltbedingte Faktoren sind, das Rauchen,
Veranderungen des Darmmikrobioms und eine Parodontitis (Mclnnes und Schett 2011).
AnschlieRend kommt es zu einer Aktivierung von T-Lymphozyten. Hier wird sowohl eine Rolle
der Typl-T-Helferzellen (Tul-Zellen) als auch der Typl7-T-Helferzellen (Tw17-Zellen) als
Mediatoren diskutiert (Chabaud et al. 1998; Miossec et al. 2009).

Im weiteren, meist schubartigen Verlauf entwickeln sich dann entziindliche Gelenkerglsse und
es kommt zur Destruktion des Knorpels und Knochens, was sich in schmerzhaften Gelenken in
Ruhe, haufig auch beidseits, kleinisch manifestiert (van der Heijde 1995). Dabei kdnnen
pathognomonische Veranderungen der Finger (insbesondere an den Finger- aber auch
Zehengrund- und -mittelgelenken) auftreten, die als Knopflochdeformitat oder
Schwanenhalsdeformitat bezeichnet werden (Rehart et al. 2005). Typisches klinisches Zeichen
ist auch das sogenannte Gaenslen-Zeichen, ein Kompressionsschmerz der Hand bei
Handedruck. Haufig kommt es zu begleitenden Allgemeinsymptomen, wie néachtlichem
Schwitzen und Myalgien sowie zur Bildung ebenfalls schmerzhafter Knoten in der Subkutis, den
sogenannten Rheumaknoten (Firestein 2003). Die rheumatoide Arthritis wird entsprechend

der ACR/EULAR-Klassifikationskriterien von 2010 eingeteilt (Kay und Upchurch 2012).
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Als haufig veranderter spezifischer Laborwert ist, neben der unspezifischen Erhéhung von
Entzindungsparametern, der Anti-CCP-Antikorper, welcher gegen cyclisches citrulliniertes
Peptid gerichtet ist, zu nennen (Waaler 1939; Vincent et al. 1999; Rycke et al. 2004). In etwa
einem Drittel der Félle sind auerdem die antinukledre Antikorper (ANAs) im Serum erhoht

(Biesen et al. 2014).

Die Therapie der rheumatoiden Arthritis umfasst sowohl physikalische MaRnahmen wie die
Anwendung von Kalte, als auch die medikamentdse Therapie. Hier kommen in der akuten
Situation vor allem Glucocortikoide (systemisch und lokal) zum Einsatz. Die langfristige Therapie
wird zumeist mit Disease-Modifying Anti-Rheumatic Drugs (DMARD) durchgefihrt. Dazu
gehoren Methotrexat, sowie auch Leflunomid oder Sulfasalazin, die sowohl bei
Kontraindikationen gegen Methotrexat sowie als Reservemittel eingesetzt werden (Fiehn et al.
2018). Zudem werden gehauft rekombinant hergestellte Therapeutika, die Biologicals
eingesetzt. Hier stehen vor allem TNF-a-Antagonisten, wie Adalimumab, Infliximab und
Etanercept zur Verfligung. Auch Rituximab, IL-1-Rezeptorantagonisten (Anakinra) und
Inhibitoren der Janus-Kinase werden verwendet (Burmester und Pope 2017). Auch

interventionelle Verfahren kommen in der Therapie zum Einsatz (Gratz et al. 1999).

Verschiedene Komorbiditaten sind beschrieben. So entwickeln diese Patienten haufiger ein
metabolisches Syndrom und Osteoporose. Zudem ist das Risiko fiir kardiovaskulare Ereignisse

bei diesen Patienten massiv erhoht (Mclnnes und Schett 2011).

Verschiedene Ansédtze, die die Assoziation parodontaler Erkrankungen und der rheumatoiden
Arthritis, erklaren konnten, sind vorbeschrieben (Ceccarelli et al. 2019). Einer der auffalligsten
Links ist der parodontalpathogene Keim Porphyromonas gingivalis, der Uber die Produktion
einer Peptidylarginin-Desaminase, Proteine direkt citrullinieren kann (Wegner et al. 2010). Aber
auch Zytokinen wie TNF-a scheint eine wichtige Rolle zuzukommen (Thilagar et al. 2018).
AuBerdem wird eine mechanistische Verbindung von Tyl7-Zellen und der IL-23/IL-17-Achse
vermutet (Pablo et al. 2008; GUmuUs et al. 2013). Auch gemeinsame genetische Risikogene

wurden bereits identifiziert (Schulz S et al. 2019).
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[.3.2 Spondylitits ankylosans (Morbus Bechterew)

Die Spondylitits ankylosans ist eine chronisch-entzlindlich Erkrankung der Wirbel- und
lliosakralgelenke (Braun und Sieper 2007). Die Pravalenz in Deutschland liegt bei etwa 0,5%
(Braun et al. 1998). Méanner und Frauen scheinen etwa gleich haufig betroffen zu sein wie
Frauen, wobei die Erkrankung bei Frauen meist seltener und spater erkannt wird (Van Linden
et al. 1984; Feldtkeller et al. 2003). Es liegt eine genetische Prddisposition vor, etwa 95% der

Betroffenen sind HLA-B27 positiv (Braun und Sieper 2007).

Bei der ankylosierenden Spondylitits kann die chronische Arthritis der Wirbel- und
lliosakralgelenke zur Ankylose der Wirbelsaule fliihren. Auch weitere Gelenke kénnen von der
schmerzhaften Entziindung betroffen sein. Extraartirkulare Manifestationen konnen das Auge
(Uveitis anterior), den Magen-Darm-Trakt, in bis zu 10% der Falle als chronisch entzlndliche
Darmerkrankung, sowie andere Organsysteme betreffen (Rudwaleit et al. 2009a; Rudwaleit et

al. 2009b).

Die Diagnostik erfolgt mit Hilfe der klinischen Untersuchung auf Druck- und
Kompressionsschmerz der lliosakralgelenke (Mennell-Zeichen) sowie von
Beweglichkeitsmalien der Wirbelsdule, wie dem Ott- und Schober-MafR. Zur Diagnosestellung
werden zudem bildgebende Verfahren, und hier vor allem die Magnetresonanztomographie,
eingesetzt. Das konventionelle Rontgen dient vor allem der Darstellung knocherner
Strukturdefekt. Auf das konventionelle Rontgen ist die Bezeichnung ,,Bambusstab-Wirbelsaule”
fur die zunehmend verkndcherte Wirbelsaule zurtickzufihren. Im Blut kann sich auRerdem eine
unspezifische Erhdéhung von Entzindungsmarkern zeigen. Zudem ist die Testung auf das

Antigen HLA-B27 sehr sensitiv, wenn auch wenig pradiktiv (Klitz et al. 2019).

Die Therapie des Morbus Bechterew beinhaltet stets die Krankgymnastik sowie die
symptomatische Einnahme von Nicht-steroidalen Antirheumatika. Auch die Gabe von
Sulfasalazin sowie Glucocorticoiden ist haufig wirksam. Es kdnnen zudem TNF-a-Antagonisten

und Secukinumab als Anti-IL17-Therapie eingesetzt werden (Klitz et al. 2019).

Die Hauptkomorbiditaten des Morbus Bechterew sind das Auftreten von einer Osteoporose,

gastrointestinalen Ulzerationen sowie kardiovaskularen Erkrankungen (Molto et al. 2016).
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Zudem liegen viele Studien dafir vor, dass eine Verbindung von parodontalen Entziindungen
mit der Spondylitis ankylosans besteht (Ratz et al. 2015). So konnte unter anderem gezeigt,
werden, dass Antikdérper von Porphyromonas gingivalis und Prevotella intermedia im Serum
von Probanden mit einem Morbus Bechterew hoher waren als bei gesunden Kontrollen
(Ogrendik 2017). Eine weitere Studie konnte sogar zeigen, dass bei Probanden mit einer
Spondylitis ankylosans signifikante Verbesserungen der Sondierungstiefe sowie des Clinical
Attachment Level (CAL) nach Beginn einer Therapie mit TNF-a-Inhibitoren vorlagen. Bei
Probanden mit einer rheumatoiden Arthritis und Anti-TNF-a-Therapie zeigten sich hingegen

keine Veranderungen der parodontalen Parameter (Fabri et al. 2015).

[.3.3 Psoriasis

Die Psoriasis ist eine chronisch entzlndliche Erkrankung der Haut. Sie tritt bei bis zu 2% der
Nordeuropaer auf und zeigt eine dquivalente Geschlechterverteilung. Sie wird hierzulande auch
als Plaque-Psoriasis oder Schuppenflechte bezeichnet und kann in verschiedene Subtypen
unterteilt werden. Dazu zdhlen die inverse Psoriasis, die Psoriasis guttata, die Psoriasis

pustulosa und der haufigste Subtyp, die Psoriasis vulgaris (Rendon und Schakel 2019).

Der genaue Ablauf der vermutlich autoimmunen Reaktion ist unklar. Jedoch scheinen
Keratinozyten zu einer abnormalen Aktivierung von T-Lymphozyten beitragen. Sie sezernieren
Zytokine wie TNF-a, Interferon (INF)-y, IL-18 und IL-6 und aktivieren so dendritische Zellen.
Diese sezernieren IL-12, was zur Differenzierung von Tul-Zellen fihrt, sowie L-23, welches
wiederrum in der Differenzierung von Ty17-Zellen miindet. Diese speziellen Th17-Lymphozyten
konnen IL-17 und IL-22 sezernieren (Nestle et al. 2009). Dieser Prozess wird auch als (TNF-a-)
IL-23/IL-17-Achse bezeichnet (Boutet et al. 2018). Tyl-Zellen sezernieren wiederrum
vorwiegend proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und INF-y. Dadurch werden wiederrum
Keratinozyten aktiviert und die Produktion antimikrobieller Peptide, wie LL-37, Cathelicidin und
B-Defensin, aber auch proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, sowie sogenannter
S100-Proteine, initiiert. Dieser beschriebene Teufelskreis, der Reaktion des erworbenen
Immunsystem und des angeborenen Immunsystem, fihrt letztlich zum entzindlichen Infiltrat

der psoriatischen Lasionen (Nestle et al. 2009).
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Neben den typischen, teilweise stark juckenden Hauterscheinungen kann es bei bis zu der
Halfte der Patienten aulRerdem zu destruierenden Gelenkentziindungen kommen. Diese
werden als Psoriasis-Arthritis bezeichnet (Rendon und Schékel 2019). Unklar ist, ob es sich

dabei um eine eigenstandige Entitat handelt (Sakkas und Bogdanos 2017).

Bei der Therapie kommen je nach Schweregrad verschiedene topische Therapeutika, wie
Kortikoide, Teer oder Vitamin D, als auch systemische Therapien zum Einsatz. Die systemische
Therapie beinhaltet die Phototherapie, wie auch die Gabe von Acitretin, Ciclosporin,
Fumarsaureestern und  Metotrexat. Aullerdem  werden bei Therapieversagen,
Unvertraglichkeiten oder Kontraindikationen spezifische Biologika wie Apremilast, Etanercept,
Infliximab, Ustekinumab sowie Adalimumab und Secukinumab gegeben, die auch bereits
frihzeitig verordnet werden konnen, wenn die First-Line-Therapie keinen ausreichenden

Therapieerfolg erwarten lasst (Nast et al. 2011).

Verschiedene Erkrankungen sind mit der Psoriasis assoziiert. Dazu gehoren der Morbus Crohn
und Typ 2 Diabetes. Einen Erklarungsansatz flr diese Assoziation liefern Varianten im Genom,
wie eine Variante des CDKLA1-Gens, die mit allen drei Entitaten vergesellschaftet ist (Wolf et
al. 2008). Zudem ist bekannt, dass Parodontitis-Patienten signifikant haufiger an einer Psoriasis
leiden (Christophers 2017; Ungprasert et al. 2017; Woeste et al. 2019). Interessanterweise ist
eine Beteiligung der IL-23/IL-17-Achse an der Parodontitis hier ebenfalls vorbeschrieben und
wird als Bindeglied der Parodontitis mit anderen entziindlichen Erkrankungen, wie eben der
Psoriasis, aber auch der rheumatoiden Arthritis und chronisch entzindlichen

Darmerkrankungen diskutiert (Bunte und Beikler 2019).

[.3.4 Chronisch entzindliche Darmerkrankungen

Die beiden haufigsten Vertreter der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen sind die Colitis
ulcerosa und der Morbus Crohn. Beide Erkrankungen treten zumeist im jlngeren
Erwachsenenalter auf. Fir die Colitis ulcerosa wird dabei in Europa eine Pravalenz von 1/200

und beim Morbus Crohn von etwa 1/300 auf angenommen (Molodecky et al. 2012).

Die genetische Pradisposition scheint insbesondere bei der Entstehung des Morbus Crohn, eine
grolRe Rolle zu spielen. Hier wurden in der Vergangenheit eine Vielzahl an Risikogenen

identifiziert. Gesichert scheint dabei der Einfluss einer Frameshift-Mutation im NOD2-Gen zu
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sein. Bei Mutation dieses Gens, kann keine suffiziente Aktivierung von NF-kB (nuclear factor
‘kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells) vonstattengehen, wodurch der
Wirtsorganismus weniger widerstandsfahig gegen mikrobielle Lipopolysacharide wird (Hugot
et al. 2001; Ogura et al. 2001). Interessanterweise wurde ein dhnlicher Mechanismus fir den
parodontalpathogenen Keim Porphyromonas gingivalis beschrieben. Zhou et al. beschreiben
so, dass Porphyromonas gingivalis die Proliferationsfahigkeit gingivaler Stammzellen via NF-kB
beeinflusst (Zhou L et al. 2017). Fir die meisten anderen identifizierten Risikogene, wurde
gezeigt, dass sie eine Rolle bei der Interaktion mit dem Darmmikrobiom zu spielen schein
(Jostins et al. 2012) und einen variablen Einfluss auf die Entstehung der chronisch
entzlindlichen Darmerkrankungen haben (Lees et al. 2011). Aber auch verschiedenste
Verdanderungen der IL-23/IL-17-Achse werden fiur die Entstehung beider Entitaten diskutiert
(Lees et al. 2011). AuBerdem gewinnen komplexe Multi-Omics-Analysen immer mehr an
Bedeutung und koénnen bereits vielfadltige Veranderungen, der Darmmikrobiota, des Genoms,
Transkriptoms und Metaboloms des Stuhl und des Serums bei Probanden mit erhéhter Aktivitat
der chronisch entzindlichen Darmerkrankung beschreiben (Lloyd-Price et al. 2019). Auch
verschiedene Umweltfaktoren werden bezlglich der Pathogenese diskutiert (Gearry 2016;
Wehkamp et al. 2016). Dazu gehoren der Nikotinkonsum - dieser scheint unter bestimmten
Voraussetzungen eher protektiv flr die Entwicklung einer Colitis ulcerosa zu sein, aber gilt als
Risikofaktor flr die Entstehung eines Morbus Crohn - sowie Antibiotikatherapien in der

Kindheit, die zu einer Dysbiose des Darmmikrobioms fiihren kénnen (Frolkis et al. 2013).

Die Therapie der chronisch entzindlichen Darmerkrankungen umfasst sowohl fir die Colitis
ulcerosa als auch den Morbus Crohn eine eskalierende Stufentherapie. Es werden grundsatzlich
die Remissionsinduktion und der Remissionserhalt unterschieden (Wehkamp et al. 2016). Laut
der aktuellen S3-Leitlinie aus dem August 2019, richtet sich die Remissionsinduktion der Colitis
ulcerosa nach der Schwere der Aktivitat im Schub und umfasst die Gabe von Mesalazin (topisch
und oral), sowie Gabe von Steroiden (topisch und systemisch). Es wird stets ein Steroid-freier
Remissionserhalt angestrebt. Es kommen 5-Aminosalizylate als orale oder rektale
Monotherapie oder als Kombination zum Einsatz. Bei schweren, steroid-refraktdren Formen
der Colitis ulcerosa kommen TNF-a-Antikdrper, wie Infliximab, und auRerdem Tofacitinib, ein

Inhibitor der Januskinase 1 und 3, und die Calcineurininhibitoren Ciclosporin A und Tacrolimus
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zum Einsatz. Aullerdem wird unter gewissen Voraussetzungen eine Proktokolektomie mit

zumeist kurativem Ansatz durchgefiihrt (Kucharzik et al. 2019).

Die im August 2021 aktualisierte S3-Leitlinie zur ,Diagnostik und Therapie des Morbus Crohn“
(S3-Leitlinie Diagnostik und Therapie des Morbus Crohn 2021) beschreibt ebenfalls den Einsatz
der genannten Therapeutika, je nach Schweregrad, beziehungsweise Aktivitat des Schubes. Bei
hoherer Aktivitdt werden zumeist systemische Steroide gegeben. Bei steroidrefraktarem
Verlauf aber teilweise auch in der remissionserhaltenden Therapie werden TNF-a-
Antagonisten, wie Infliximab, Adalimumab oder Integrin-Antagonisten wie Vedolizumab

eingesetzt.

Beide Entitdten zeigen im Verlauf ein deutlich erhéhtes Risiko fir die Entwicklung von
Neoplasien (Choi et al. 2017), insbesondere bei zusatzlichem Bestehen einer Primar
Sklerosierenden Cholangitis (Ricciuto et al. 2018). Zudem besteht eine Assoziation zur

Entwicklung entzlindlicher Parodontalerkrankungen (Papageorgiou et al. 2017).

[.3.5 Parodontitis

Parodontitis ist die sechst-haufigste Erkrankung weltweit (Kassebaum et al. 2014). 2016 leiden
mehr als die Halfte der 65- bis 74-Jahrigen an Parodontitiden. Manner sind dabei insgesamt

schwerer betroffen als Frauen (Cholmakow-Bodechtel 2016).

Die Parodontitis ist eine chronisch inflammatorische Erkrankung multikausaler Pathogenese,
welche durch eine Dysbiose des subgingivalen Biofilms gekennzeichnet ist (Mombelli et al.
1991; Mombelli 2018; Papapanou et al.). Bereits in den 1960er Jahren konnte gezeigt werden,
dass eine Akkumulation des parodontalen Biofilms zur Entwicklung einer Parodontitis fihrt (Loe
et al. 1965). Ende des 20. Jahrhunderts wurde von Marsh und Bradshaw die Biofilmhypothese
entwickelt, die besagt, dass eine Parodontitis entsteht, wenn eine bestimmte Anzahl
parodontal pathogener Keime den Wirt besiedelt (Marsh und Bradshaw 1997). AulRerdem
wurden Komplexe definiert, die aus Bakterien einer unterschiedlich starken Pathogenitat
bestehen (Socransky et al. 1998). Moderne Analysen konnten zeigen, dass diese vereinfachte
Darstellung nicht ausreicht. So sind komplexe Interaktionen der im parodontalen Biofilm
enthaltenen Bakterien, aber auch Viren und Pilzen, untereinander und mit dem

Wirtsorganismus beschrieben. Einzelnen Komponenten des Biofilms scheint dabei eine
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relevantere Rolle bei der Entstehung der Parodontitis zuzukommen als anderen (Teles et al.
2013; Lamont und Hajishengallis 2015). So scheint aber insbesondere die entzlndliche
Immunantwort des Wirts auf die Dysbiose des Biofilms eine Hauptursache flr den Beginn, die
Etablierung und die Progression der parodontalen Destruktion darzustellen. DiesbezUglich sind
verschiedene Mechanismen beschrieben (Cekici et al. 2014). Eine wichtige Rolle scheint, neben
den klassisch proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF-a, IL-18 oder auch IL-6 und der
Aktivierung von Tul- und Tu2-Lymphozyten, auch der IL-23/IL-17-Achse und damit den Ty17-
Zellen zuzukommen. Sie werden zunehmend auch als Verbindungsglied zu anderen chronisch
entzlndlichen Erkrankungen diskutiert (Vernal et al. 2005; Ohyama et al. 2009; Takahashi et al.
2011; Hajishengallis 2014; Bunte und Beikler 2019). AuRerdem wird eine Rolle der grundsatzlich
protektiven Tregs (regulatorischen T-Helfer-Zellen), und deren sezernierten Zytokinen
transforming growth factor B (TGF-B) und dem cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4) bei
der Entstehung der Parodontitis vermutet (Nakajima et al. 2005; Cardoso et al. 2008).

Die Parodontitis fUhrt zu einer fortschreitenden Destruktion des Zahnhalteapparats und
letztlich zu Zahnverlust. Eine Parodontitis verlauft in den wenigsten Fallen schmerzhaft, stellt
flir die Betroffenen aber trotzdem haufig eine grolRe Belastung dar. Der Verlust der
mastikatorischen Funktion, Einschrdnkungen der Asthetik und nicht zuletzt psychische
Belastungen konnen die Folge sein (Tonetti und Van Dyke 2013).

Die 2018 komplett Uberarbeitete Klassifikation der Parodontalerkrankungen, gibt eine genaue
Definition der Erkrankung und Gesundheit. Sie besagt, dass eine Parodontitis vorliegt, sofern
ein interdentaler Attachmentverlust von mindestens 2 mm an mindestens zwei nicht
benachbarten Zahnen festgestellt werden kann oder bukkal oder oral ein Attachmentverlust
von mindestens 3 mm mit Sulkustiefen von mindestens 3 mm an mehr als zwei Zahnen
festgestellt werden kann. Zudem darf der Attachmentverlust nicht durch lokale, also nicht mit
einer Parodontitis in Zusammenhang stehenden Faktoren, wie Karies oder Wurzelfrakturen,
erklarbar sein. Sollte dies nicht der Fall sein, es kann aber ein Bleeding on Probing Index (BOP)
von >10% festgestellt werden, handelt es sich um eine Gingivitis, die nochmals in eine
lokalisierte Form (BOP 10-30%) und eine generalisierte Gingivits (BOP>30%) eingeteilt werden
kann. Es sollen zudem stets eine Bewertung durch einen RoOntgenstatus oder
Ubersichtsaufnahme erfolgen (Papapanou et al.). AuBerdem wird eine Einteilung der

Parodontitis in Stages und Grades vorgenommen, so dass der individuelle Krankheitsstatus des
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Patienten unter Beriicksichtigung einer Vielzahl von Faktoren zur Einteilung des Schweregrades

und der Progression abgebildet werden kdnnen (Papapanou et al.).

Die moderne, systematische Therapie der Parodontitis besteht hauptsdchlich in der
mechanischen Entfernung des Biofilms und schafft so die Voraussetzungen zur Beendigung der
parodontalen Destruktion mit anschlieRender Reparation der beteiligten Gewebe. In
Einzelfallen kann der Einsatz einer lokalen oder systemischen Antibiose sinnvoll sein (Wolf et

al. 2012, S. 257, 288-291, 303).

Die Parodontitis ist Gber eine die bestehende Entziindung mit dem Auftreten verschiedenster
allgemeiner Erkrankungen, von kardiovaskuldren Erkrankungen, tGber Diabetes mellitus bis zu
chronisch inflammatorischen Erkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis, der Psoriasis und
chronisch entzlindlichen Darmerkrankungen, assoziiert (Tonetti und Van Dyke 2013; Holmstrup
et al. 2017; Graziani et al. 2018). Diverse Mechanismen, die die Assoziation erklaren kdnnten,
werden vermutet (Bunte und Beikler 2019). Auf sie wurde bereits in den einzelnen Abschnitten
der Einleitung bereits naher eingegangen. Spezifische Zytokin-Inhibitoren, wie sie in der
Therapie dieser Erkrankungen eingesetzt werden, konnten somit auch Einfluss auf die
Entwicklung der Gingivitis und Parodontitis nehmen. Uber diesen Zusammenhang und
insbesondere auf den Einfluss einer zielgerichteten Anti-Zytokin Therapie auf die subgingivale

Mikrobiota ist bisher wenig bekannt.

I.4  Wirkung von Biologicals

Immer haufiger werden Biologicals, die auch als Biologics oder Biologika bezeichnet werden,
also spezifische Immunmodulatoren eingesetzt um diese Erkrankungen suffizient, moglichst
kausal und so nebenwirkungsarm wie moglich zu bekampfen (Click und Regueiro 2019).
Bekannt ist, dass diese Therapien durchaus erwlinschte Auswirkungen, wie die Erhéhung der
relativen Abundanz von Bacteroidetes des Darmmikrobioms zur Folge haben kénnen (Jones-

Hall und Nakatsu 2016).

Weitgehend unbekannt sind dabei die Auswirkungen solcher Therapien auf die mikrobielle
Zusammensetzung der Sulkusflissigkeit, welche die Zdhne umgibt. Unklar ist auch, welche
Folgen mogliche mikrobielle Verdanderungen in der Sulkusflissigkeit auf die Entwicklung und

die Progression entziindlicher parodontaler Erkrankungen haben kann. Nichtsdestotrotz wird
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bereits der Einsatz von Modulatoren des Abwehrsystems, wie Bortezomib, Infliximab und
Etanercept sowie der Einsatz von Antiresorptiva wie Denosumab bei der Parodontitis diskutiert

(Gokhale und Padhye 2013).

Im Folgenden wird auf die in der Studie eingesetzten Biologika ndher eingegangen.

[.4.1 TNF-a Inhibitoren

TNF-a ist ein Zytokin, welches durch aktivierte Monozyten und Makrophage produziert wird.
Es induziert die Vasodilatation, erhoht die GefalBpermeabilitat, aktiviert die Gerinnung und
reguliert die Produktion der Akute Phase Proteine und anderer Entziindungsmediatoren. Es ist
sowohl in der heilen Entziindung, wie bei der Sepsis, als auch an der Entstehung entzindlicher
Erkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis, Psoriasis und chronisch entzindlichen

Darmerkrankungen beteiligt (Breedveld 2000).

Antagonisten des TNF waren als erste Biologics auf dem Markt erhéltlich (Elliott et al. 1994).
Sie verhindern die Bindung von TNF an seinen Rezeptor und unterbrechen so auf
verschiedenen Wegen den proinflammatorischen Prozess (Breedveld 2000; Palladino et al.
2003). So verhindern sie unter anderem auch die Aktivierung der IL-23/IL-17-Achse (Bunte und
Beikler 2019). Zurzeit sind funf strukturell unterschiedliche TNF-a-Antagonisten auf dem Markt
erhaltlich: Infliximab, Etanercept, Adalimumab, Certolizumab und Golimumab (Bunte und
Beikler 2019). TNF-a-Blocker kbénnen subcutan, als Selbstinjektion (Adalimumab
(Fachinformation Humira® 20 mg Injektionslosung), Etanercept (Benepali® 25 mg
Injektionslosung in einer Fertigspritze 2019; Fachinformation Enbrel® 25 mg), Certolizumab
(Fachinformation Cimzia® 200 mg Injektionsldésung in einem Fertigpen), Golimumab
(Fachinformation Simponi® 100 mg Injektionsldsung)) oder als Infusion intravends (Infliximab
(Fachinformation REMICADE® 100 mg)) verabreicht werden. Sie finden in der rheumatoiden
Arthritis (Ma und Xu 2013), der Psoriasis (Yost und Gudjonsson 2009), den chronisch
entzlindlichen Darmerkrankungen (Danese et al. 2015; Schreiber 2015; Levin et al. 2016; Lu
und Cohen 2019), wie auch in der ankylosierenden Spondylitits und der Uveitits (Bunte und

Beikler 2019) Anwendung.

Es sind bereits einige Untersuchungen der Wirkung von TNF-a-Antagonisten auf die

Parodontitis vorbeschrieben. So ist schon langer bekannt, dass bakterielle Lipopolysaccharide
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Makrophagen aktivieren, die so Zytokine wie TNF-a vermehrt sezernieren (Page 1991). Zudem
sind verschiedene Mechanismen bekannt, wie TNF den Knochenstoffwechsel beeinflussen, wie
zum Beispiel durch die Interaktion mit RANK-Liganden (Fujihara et al. 2014; Kim et al. 2017,
Zhou et al. 2018). Auf der anderen Seite konnten keine vermehrten TNF-Level in der
SulkusflUssigkeit von Probanden mit Parodontitis im Vergleich zu gesunden Probanden
gemessen werden (lkezawa et al. 2005). Zellexperimente mit dem TNF-a-Antagonisten
Infliximab zeigen jedoch, dass die Osteoklastenformation unter bestimmten Voraussetzungen
beeinflusst werden kann, jedoch nicht direkt durch parodontale Fibroblasten (Vries et al. 2016).
In einem Parodontitis-Modell in der Ratte konnte wiederholt gezeigt werden, dass TNF-a-
Antagonisten antiinflammatorisch und protektiv auf den parodontalen Knochen wirken (Cirelli
et al. 2009; Gongalves et al. 2014). Untersuchungen von Patienten mit rheumatoider Arthritis
kamen zu unterschiedlichen Ergebnissen (Han und Reynolds 2012). In einer Studie konnte
gezeigt werden, dass vermehrt Gingivitiden, aber weniger Attachmentverlust als in einer
Kontrollgruppe festzustellen waren (Pers et al. 2008). Eine andere Studie wiederrum konnte
verminderte Sulkustiefen bei Patienten mit einer rheumatoiden Arthritis und Therapie mit TNF-
a-Antagonisten feststellen (Mayer et al. 2009). Unter Therapie mit Adalimumab konnte in einer
Studie, ebenfalls bei Patienten mit rheumatoider Arthritis und Parodontitis gezeigt werden,
dass sich klinische Parameter der Parodontitis wie die Sulkustiefen und der Bleeding on Probing
Index verbessern (Kobayashi et al. 2014). Im Tiermodell (Ratte) konnte gezeigt werden, dass
die Entwicklung der parodontalen Inflammation und Bindegewebsverlustes bei Gabe von
Etanercept verringert wird (Di Paola et al. 2007). In einer humanen Beobachtungsstudie bei
Kindern mit juveniler idiopathischer Arthritis konnte gezeigt werden, dass ein Therapie mit

Etanercept die parodontale Inflammation ebenfalls verringert (Maspero et al. 2017).

Interessante Ergebnisse lieferten zuletzt auch Studien aus Ddanemark. Sie beschreiben eine
verbesserte Glukosetoleranz und einen verbesserten parodontalen Status bei Ratten, in einem
Modell mit Typ 2 Diabetes mellitus und Parodontitis, nach der Gabe von Etanercept (Grauballe
et al. 2015). Erklart wird dies durch die vermehrte Produktion von AGE, die an einen Rezeptor
(RAGE) binden und so eine proinflammatorische Antwort durch Aktivierung von NF-kB und
damit durch vermehrte Produktion von TNF-a. herbeifiihren (Gao Xue et al. 2007; Hu et al.

2015). Dies beeinflusst wiederrum die Level von RAGEs, was fir einen Teil der diabetischen
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Komplikationen, wie die Entwicklung der diabetischen Nephropathie mit verantwortlich
gemacht wird (Yan et al. 2009). AuRerdem ist zirkulierendes TNF-a an der Entstehung der
Insulinresistenz beteiligt (Cheung et al. 1998; Borst 2004). Bei Patienten mit Parodontitis und
einem Typ 2 Diabetes mellitus konnte aullerdem bereits zuvor gezeigt werden, dass hohe
Plasmalevel an TNF-a mit einem vermehrten Attachmentverlust assoziiert sind (Engebretson
et al. 2007). Interessanterweise konnte durch die direkte Blockade der RAGE im Rattenmodell
mit Parodontitis und Typ 2 Diabetes mellitus lediglich eine Verbesserung des Diabetes mellitus
nicht aber der Parodontitis beobachtet werden. Zudem waren die auf den Diabetes mellitus
bezogenen Verbesserungen nicht mit einer verminderten Produktion der gemessenen
proinflammatorischen Zytokine, wie IL-1B oder IL-6, assoziiert. Im Gegenteil, konnten sogar
erhohte TNF-a Level bei Verbesserung des Glukosemetabolismus gemessen werden (Grauballe
et al. 2017a). Von der gleichen danischen Gruppe konnte auch demonstriert werden, dass in
ebendiesem Tiermodell bei Behandlung mit Anti-TNF-a oder Anti-RAGE eine Verdnderung des
subgingivalen Mikrobioms bei den entsprechenden Ratten festzustellen war (Grauballe et al.
2017b). Eine andere Gruppe konnte zuletzt bei Patienten mit rheumatoider Arthritis zeigen,
dass die Therapie mit TNF-a-Antagonisten Verdanderungen des parodontalen Mikrobioms mit

sich brachte (Romero-Sanchez et al. 2017).

[.4.2 IL-Inhibitoren

1.4.2.1 IL-6 Antagonisten

IL-6 ist ein Zytokin, welches unter anderem die Immunkompetenz des Wirtes auf eine
bakterielle Invasion vermittelt (Rose-John et al. 2017) Es kann grundsatzlich sowohl zu einer
antiinflammatorischen Signalantwort Uber die Aktivierung des klassischen Signalwegs, als auch
zu einer proinflammatorischen Antwort Gber die Aktivierung des IlI-6 trans-signaling Wegs

fihren (Rose-John 2012; Rose-John 2017).

Tocilizumab ist ein IL-6 Rezeptor Inhibitor und steht sowohl zur subkutanen Injektion
(Fachinformation RoActemra® Fertigpen) als auch zur intravendsen Infusion zur Verfligung
(Fachinformation RoActemra® i.v.).

Es wird vornehmlich in der Therapie der rheumatoiden Arthritis eingesetzt (Nam et al. 2010).
Insgesamt kdnnen unter der Therapie mit Tocilizumab schwere, opportunistische Infektionen

auftreten (Rose-John et al. 2017). So konnte in einem Case-Report gezeigt werden, dass ein
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Patient unter Therapie mit Tocilizumab aus einem Abszess endodontaler Genese, einen
Lungenabszess entwickelte (de Kruif et al. 2012). Vermutet wird, dass dies an der gesamten
Blockade der IL-6 Signalwege und somit auch an der Blockade des klassischen IL-6 Signalwegs

neben dem trans-signaling pathway liegt (Rose-John et al. 2017).

IL-6 scheint zudem eine wichtige Rolle bei der Wundheilung der Parodontitis und auch bei der
Periimplantitis zu spielen (McCauley und Nohutcu 2002; Cekici et al. 2014; Eger et al. 2018). So
konnten japanische Studien bei Patienten mit rheumatoider Arthritis und Therapie mit
Tocilizumab eine Verbesserung der parodontalen Entziindung sowie eine Reduktion der

Serumlevel von TNF-a Serumlevels feststellen (Kobayashi et al. 2014; Kobayashi et al. 2015).

1.4.2.21L-17 Antagonisten

IL-17 wird vorwiegend von speziellen T-Lymphozyten, den Tul7-Zellen sezerniert (Nestle et al.
2009). Aber auch andere Zellen, wie natlrliche Killerzellen, neutrophile Granulozyten, und
spezielle Lymphozyten, die innate lymphoid cells (ILCs) sowie die y-6-T-Zellen, kénnen
verschieden [L-17 Subtypen, von denen bisher sechs identifiziert wurden (IL-17 A-F),

sezernieren (Matsuzaki und Umemura 2018).

Die proinflammatorisch wirkenden Zytokine der [L-17 Familie wirken Uber ihre Rezeptoren. IL-
17 Rezeptoren werden von verschieden Zellen, wie epi- und endothelialen Zellen und

Fibroblasten, exprimiert (Moseley et al. 2003; Gaffen 2009; Amatya et al. 2017).

Secukinumab ist ein monoklonaler Antikorper, welcher IL-17A bindet und so seine Wirkung
verhindert (Langley et al. 2014). Er wird subkutan verabreicht (Fachinformation Cosentyx® 150
mg Injektionslésung in einem Fertigpen). Inzwischen gibt es noch weitere Inhibitoren des IL-17,
wie einen weiteren Inhibitor des IL-17A, das Ixekizumab (O’Rielly und Rahman 2018), sowie den
Rezeptor-Antagonisten Brodalumab (Mease et al. 2014). Beide fanden jedoch in dieser Studie

keine Anwendung, deshalb wird in der Folge nicht ndher auf sie eingegangen.

Secukinumab wird bisher in der Psoriasis, Psoriasis Arthritis (Langley et al. 2014) und
ankylosierenden Spondylitis (Blair 2019) therapeutisch eingesetzt. Zudem wurden
erfolgsversprechende Studien, zum Einsatz bei der rheumatoiden Arthritis (Blanco et al. 2017;
Tahir et al. 2017; Dokoupilova et al. 2018) und Uveitis durchgefihrt (Dick et al. 2013). Der
Einsatz bei chronisch entzlindlichen Darmerkrankungen scheint bisher nicht vielversprechend.
Zum einen kam es in klinischen Studien zu massiven Verschlechterung des Morbus Crohn

(Hueber et al. 2012; Targan et al. 2016). Vermutet wird, dass eine Verlust der Barrierefunktion,
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der ohnehin schon geschwachten Darmschleimhaut, flr die Verschlechterung des
Krankheitszustandes verantwortlich ist (Maxwell et al. 2015). Zum anderen wurden bei einer
grolRen, retrospektiven Studie, bei Therapie mit Secukinumab keine erhéhten Inzidenzen von
chronisch  entzlindlichen Darmerkrankungen beobachtet (Schreiber et al. 2019).
Nichtsdestotrotz weist die Fachinformation von Cosentyx® (Secukinumab) darauf hin, dass die
Verschreibung bei bestehender chronisch entziindlicher Darmerkrankung mit Vorsicht erfolgen
sollte (Fachinformation Cosentyx® 150 mg Injektionslosung in einem Fertigpen). Neben
gastrointestinalen Ulcera (Ramonda et al. 2021)sind auch orale Ulcerationen beschrieben

(Benzaquen et al. 2020).

Auch humane Gingivaepithelzellen exprimieren IL-17 Rezeptoren. Bei Stimulation mit IL-17A
wird Uber NF-kB, direkt die Produktion des Chemokins CXCL8 (chemokin (cxc-motif) ligand 8
oder IL-8) sowie der Zytokine IL-6, IL-1B und TNF-a stimuliert, wobei IL-18 und TNF-a wiederum
die Produktion des Chemokins CXCL8 erhéhen (Takahashi et al. 2011). CXCL8 aus humanen
Gingivaepithelzellen ist flr die transepitheliale Migration und Akkumulation neutrophiler

Granulozyten in parodontalen Lasionen verantwortlich (Madianos et al. 1997).

[.4.2.31L-12/IL-23 Antagonisten

Die Produktion von IL-17 durch Tul7-Lymphozyten, wird vornehmlich durch Sekretion des IL-
23 durch dendritische Zellen angestolRen (Nestle et al. 2009; Boutet et al. 2018), IL-12 fihrt zur
Differenzierung von Tul-Lymphozyten und zur Produktion von INF-y (Trinchieri 2003).
Ustekinumab ist ein monoklonaler Antikorper der p40-Untereinheit des IL-12 und IL-23 und
sowohl zur intraventsen Infusion als auch zur subkutanen Applikation geeignet
(Fachinformation STELARA® 130 mg Konzentrat zur Herstellung einer Infusionslosung). Es
findet bei Patienten mit Psoriasis, sowie Psoriasis Arthritis (Lopez-Ferrer et al. 2017) und
chronisch entzlindlichen Darmerkrankungen Anwendung (Feagan et al. 2016). Eine im New
England Journal of Medicine verdffentlichte Studie berichtet in einem Fallbericht von einem
Patienten mit Leukocyte Adhesion Deficiency type 1 (LAD1) und einer schweren Parodontitis
sowie sakralen Ulcera, die erfolgreich mit Ustekinumab behandelt wurden. Eine Verbesserung
der Parodontitis und der Hautwunden werden beschrieben (Moutsopoulos et al. 2017).
Bekannterweise ist LAD1 mit einer Fehlregulation der IL-23/IL-17-Achse vergesellschaftet
(Forlow et al. 2001; Stark et al. 2005; Moutsopoulos et al. 2014), die zuvor bereits im
Mausmodell durch Anti-IL-12/IL-23-Therapie verbessert werden konnte (Moutsopoulos et al.

2014).
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.5  Ziel der Arbeit

Systemische chronisch inflammatorische Erkrankungen, wie die rheumatoiden Arthritis (Aradjo
et al. 2015; Potempa et al. 2017), die Spondylitis ankylosans (Ratz et al. 2015), die Psoriasis
(Woeste et al. 2019), die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (Papageorgiou et al.
2017) sind mit der Parodontitis, einer weit verbreiteten chronisch entzindlichen Erkrankung

des Zahnhalteapparats (Cholmakow-Bodechtel 2016) assoziiert.

Bei einem Therapieversagen der klassischen Therapiemoglichkeiten bei Patienten mit
chronisch entzlindlichen Erkrankungen, werden zunehmend Biologicals als zielgerichtete Anti-
Zytokin Therapien eingesetzt. Diese beinhalten, je nach Erkrankung, vor allem den Einsatz
verschiedener TNF-a-Antagonisten (Infliximab, Certolizumab, Adalimumab, Golimumab und
Etanercept), sowie unterschiedlicher IL-Antagonisten, wie Anti-IL-6 (Tocilizumab), Anti-IL-17
(Secukinumab), Anti-IL-12/Anti-IL-23 (Ustekinumab) und Phosphodiesterase-4-Inhibitoren, wie

Apremilast.

Bisher ist jedoch wenig Uber den Einfluss zielgerichteter Anti-Zytokin Therapien auf
parodontale Konditionen, insbesondere die subgingivale mikrobielle Zusammensetzung, bei

Patienten mit chronisch entzlindlichen Erkrankungen bekannt.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, Analysen des oralen Mikrobioms aus der SulkusflUssigkeit
durchzufiihren und mogliche Veranderungen wahrend einer zielgerichteten Anti-Zytokin
Therapie mit verschiedenen Biologicals festzustellen. Dazu werden Probanden aus der Kiel
Biological Follow-up (BFU) Studie vor und 14 Wochen nach Beginn einer Anti-Zytokin Therapie
untersucht. Mit Hilfe von sterilen Papierspitzen werden Sulkusproben aus einer klinisch
gesunden sowie der tiefsten Tasche des Probanden entnommen und anschlieRend einer
Mikrobiomanalyse (16S rRNA gene sequencing) zugeflhrt. Zudem werden den Probanden
Fragebdgen zur allgemeinen und parodontalen Gesundheit sowie Erndhrungsgewohnheiten
vorgelegt und zu beiden Untersuchungszeitpunkten beantwortet. Es werden aulRerdem
klinische Parameter, wie die Sulkustiefen, der Attachmentverlust, die Blutung auf Sondieren
(Bleeding on Probing Index; BOP) an 6 Stellen/ Zahn (disto-bukkal, medio-bukkal, mesio-bukkal,
disto-oral, medio-oral und mesio-oral) sowie der DMFT-Index (Decayed Missed Filled Teeth-
Index) erhoben. Es wird ein vollstandiger oraler Befund erhoben und die Plaguemenge

festgehalten.
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[ Material und Methoden

[I.1  Studientyp, Studienpopulation und Studiendesign

Bei der durchgefiihrten Studie handelt es sich um eine prospektive Beobachtungsstudie an
einem Einzelzentrum, namlich dem Universitatsklinikum Schleswig-Holstein (Campus Kiel). Alle
Untersuchungen wurden bei Patienten der Biological Follow-up (BFU)-Kohorte, welche im
Comprehensive Centre for Inflammation Medicine (CCIM) am Universitatsklinikum Schleswig-

Holstein, Campus Kiel angebunden waren, durchgefiihrt.

In die BFU-Studie wurden seit 2011 Patienten eingeschlossen, die aufgrund verschiedener
entzlndlicher Erkrankungen gemdR aktueller Leitlinie bei Versagen der klassischen anti-
entzlndlichen Therapie das erste Mal eine Therapie mit Biologicals erhalten sollten. Der
Einschluss jedes Patienten in die Studie wurde in einer interdisziplindren Fallkonferenz, der
Entziindungskonferenz, des CCIM diskutiert und gegebenenfalls beschlossen. An einer solchen
Fallkonferenz waren sowohl Rheumatologen, Gastroenterologen, Dermatologen, Padiater,

Ophthalmologen als auch Endokrinologen beteiligt.

Bei Einschluss in die BFU-Studie wurde, neben der entsprechenden spezifischen Anti-Zytokin
Therapie mit entsprechenden Biologicals, die Patientengeschichte dokumentiert, sowie
Blutproben gesammelt und Befragungen mit Hilfe von Fragebdgen durchgefiihrt. Diese Daten
wurden zur ersten Gabe der Anti-Zytokin Therapie, sowie nach zwei, vier, 26, 52 und 104

Wochen erhoben.

Die BFU-ParoSubkohorte wurde in den Jahren 2016 und 2017, entsprechend dem Schema aus
Abbildung 2, aus der entstehenden BFU-Kohorte rekrutiert. Die Patienten, welche in der
Fallkonferenz in die BFU-Studie eingeschlossen wurden, wurden von den Mitarbeiterinnen der
Klinik fir Zahnerhaltungskunde und Parodontologie zeitnah telefonisch kontaktiert und bei
Zustimmung zur Teilnahme an der zahnmedizinischen Untersuchung und Datenerhebung an
einem Zeitpunkt vor der ersten Gabe des Biologikums zur zahnarztlichen Untersuchung

einbestellt.
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| Kiel Biological Follow-Up (BFU) — Kohorte |

Ausschluss
n=2
| n=21 Probanden |
— ‘
— BFU-ParoSubkohorte |

n=13 Probanden

Beginn der Anti- \
Zytokin Therapie

\
14 weeks |
Therapie mit Biologika

Abbildung 2: Aufbau der BFU-ParoSubkohorte

Zunachst wurde bereits telefonisch sowie unmittelbar vor der Untersuchung evaluiert, ob die
Probanden an der Untersuchung teilnehmen konnten. Ausschlusskriterien waren hier die
Notwendigkeit einer Endokarditisprophylaxe sowie eine in den vorherigen drei Monaten
stattgefundene Parodontitistherapie. AuRerdem erfolgte bei Zahnlosigkeit des Probanden der

Ausschluss aus der Studie.

Insgesamt mussten zwei Probanden vor der ersten Untersuchung ausgeschlossen werden, weil
eines der drei genannten Kriterien zutraf. Keiner der Probanden musste vor der zweiten
Untersuchung ausgeschlossen werden, bei der erneut alle drei Ausschlusskriterien erfasst

wurden. Jedoch nahmen insgesamt acht Probanden nicht an einer zweiten Untersuchung teil.

II.2  Erhebung der parodontalen Parameter

[1.2.1 Kalibrierung der Untersucher

Die gesamte Untersuchung wurde abwechselnd von einer Zahnarztin und einer Studentin der
Zahnmedizin im klinischen Abschnitt durchgefiihrt. Die Untersuchung der Probanden erfolgte

an beiden Untersuchungstagen stets durch die gleiche Untersucherin.

Vor Beginn der Studie erfolgte zudem die Kalibrierung der beiden genannten

Untersucherinnen, um die Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten sowie interindividuelle
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Messergebnisse vergleichen zu kénnen. Der Sondierungsdruck lag bei etwa 0,25 N. Nach der

Kalibrierung lag eine interindividuelle Konkordanz der Messwerte von >90% vor.

[1.2.2 Durchfihrung der zahnmedizinischen Untersuchung

Die zahnmedizinische Untersuchung der teilnehmenden Probanden der BFU-Kohorte wurde
stets zum gleichen Zeitpunkt in Bezug auf die erste Einnahme der neuen Anti-Zytokin Therapie

durchgefihrt.

Die Erstuntersuchung wurde vor der ersten Gabe (n=10), spatestens jedoch sieben Tage nach
der ersten Gabe durchgefiihrt (n=3). Die Folgeuntersuchung fand nach 14 Wochen im Rahmen
einer Routineuntersuchung zur Untersuchung des Status der zugrundeliegenden chronisch
entzlndlichen Erkrankung statt. Beide Untersuchungen fanden stets standardisiert nach dem
gleichen Schema statt und wurden nach Einschluss des Patienten in die BFU-Subkohorte vom
gleichen Untersucher durchgefiihrt. Die dritten Molaren wurden bei der Untersuchung nicht

bericksichtigt.

[1.2.3 Befunderhebung und Parodontaler Status

Es erfolgte bei jedem Probanden zu beiden Untersuchungszeitpunkten die standardisierte
Untersuchung in vorher vereinbarter Reihenfolge entsprechend des in Abbildung 3 genannten
Schemas. Der Attachmentverlust (AV) wurde als positiver Wert notiert, sofern eine Hyperplasie
vorlag, als negativer Wert, wenn die marginale Gingiva im Sinne einer Rezession unterhalb der
Schmelz-Zement-Grenze lag. Eine eingeschweilSte Folie, welche die genannten Ausfihrungen
beinhaltete, lag dem Untersucher, sowie der die Befunde dokumentierenden Person zu jedem
Zeitpunkt vor. Die Ergebnisse wurden in einen standardisierten Befundbogen eingetragen (Abb.
20/Anhang). Der zu den beiden Untersuchungszeitpunkten vorliegende Patientenfragebogen
war identisch. Es erfolgte, auch auf Nachfrage der Probanden, keine Hilfestellung durch
anwesende Personen bei der Bearbeitung der Fragen des Fragebogens (Abb. 21/Anhang). Es
lag zu jeder Untersuchung stets ein zahnarztliches Grundinstrumentarium vor. Die
Untersuchung wurde stets bei suffizienter Beleuchtung durchgefiihrt. Die Erhebung der
Sondierungstiefen und des Attachmentverlusts sowie des BOP erfolgte mit Hilfe von

konventionellen Parodontalsonden der Firma Hu-Friedy (PCP-15UNC).
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(1) 1. Quadrant vestibular
ST (d) = direkt AV ablesen
ST (b) = direkt AV ablesen
ST (m) = direkt AV ablesen
BOP bestimmen

(3) 4. Quadrant vestibular
ST (d) = direkt AV ablesen
ST (b) = direkt AV ablesen
ST (m) = direkt AV ablesen
BOP bestimmen

(2) 2. Quadrant vestibular
ST {(m) = direkt AV ablesen
ST (b) = direkt AV ablesen
ST (d) = direkt AV ablesen
BOP bestimmen

(4) 3. Quadrant vestibular
ST (m) = direkt AV ablesen
ST (b) = direkt AV ablesen
ST (d) = direkt AV ablesen
BOP bestimmen

(5) 1.-4. Quadrant; palatinal: in der gleichen Rheinfolge wiederholen

(6) Lockerungsbestimmung (nach Linde und Nymann)

Grad 0 = Normale (physiologische) Beweglichkeit

Grad | = Horizontale Beweglichkeit von 0,2 mm bis 1 mm

Grad |l = Horizontale Beweglichkeit von 1 mm bis 2 mm

Grad Il = Horizontale Beweglichkeit von mehr als 2 mm und/oder axialer
Beweglichkeit

(7) Erweiterter DMFT im gleichen Schema 17-27, dann 47-37

Befund Abkiirzung
Karies c

Krone k

Fallung f

Krone und Karies ck

Tief zerstort z

Fehlt (missing) m

Freiliegende Furkation fur

(8) Entnahme der Proben mit steriler Papierspitze, ggf. Trocknung entsprechender mit

Tupfer (Verhinderung Vermengung Speichel mit Sulkusfluid)

1) aus klinisch gesunder/nicht pathologischer Tasche mit ST unter 4 mm
2) aus tiefster Tasche
3) wenn 2) eiternd/blutend, dann zusatzlich aus weiterer tiefer nicht blutender oder
eiternder Tasche
- Probenkennzeichnung mit a) Patientencode und b)1/2 /3

(9) Patientenfragebogen, wird vom Patienten selbstandig ausgefiillt

Abbildung 3: Strukturierte Befunderhebung in der Studie
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[1.2.3.1 Untersuchung der Sulkusflissigkeit

Es erfolgte zunachst die Vorbereitung der Eppendorf ReaktionsgefdRe der GroRe 0,5 ml. Sie
wurden mit 0,5 ml Phosphate buffered Saline (PBS) gefiillt. Direkt vor der Untersuchung

wurden diese mit 70-prozentigem Alkohol desinfiziert.

Zur Entnahme der Sulkusflissigkeit wurden steril verpackte Papierspitzen der Firma VDW
(mtwo, saugende Papierspitzen, 29mm) ohne Druck in den Sulkus eingelegt. Dort wurden Sie
fur ca. 5 Sekunden belassen und anschlielend in ein, wie oben beschrieben, vorbereitetes
Eppendorf-Gefall gegeben. Bei visueller Kontamination mit Blut, Speichel oder Eiter wurde eine
weitere Probe entnommen und entsprechend gekennzeichnet. Dies musste insgesamt 4-mal
durchgefihrt werden, da bei vier Proben eine Kontamination mit Blut wahrscheinlich war. Alle
vier Proben stammten aus den tiefsten gemessenen Taschen und wurden beim zweiten
Untersuchungszeitpunkt entnommen. Entsprechend erfolgte die zusatzliche Probenentnahme
jeweils aus der oder einer der nachsttieferen Taschen. Bei der Entnahme der Proben wurde
zudem darauf geachtet, dass keine Kontamination der Papierspitze aulSerhalb des Sulkus

erfolgte.

Nach Entnahme der Proben und entsprechender Markierung mit vorgefertigten Barcodes, zur
spateren Zuordnung der Proben und wurden unmittelbar bei -80°C eingefroren. Es wurden zum
einen Proben mit Sulkusflissigkeit entnommen. Zum anderen erfolgte die Konservierung von
insgesamt funf Leerproben im Abstand von vier bis zehn Wochen und bei Chargenwechsel der

steril verpackten Papierspitzen.
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[I.3  Untersuchungsmaterial, praanalytisches Material und verwendete

Reagenzien

Lagerung

Eisschranke

Kdhlschrank

Verbrauchsmaterialien
Pipetten

Pipetten-Spitzen

Reagiergefalie

Phosphate Buffered Saline

Papierspitzen

Untersuchungsmaterialien

Grundbesteck

Parodontalsonde

Thermo Scientific Hera freeze BHFU400B, Temperatur -80 °C

Gefrierschrank GNP 3755 Premium NoFrost
der Firma Liebherr, Temperatur -20°C

FKS 3600-1 der Firma Liebherr, 4°C

Research Plus 100 pL und 1000 pL der Firma Eppendorf

Research Plus 300 pL Multichannel-Pipette der Firma
Eppendorf
Quality Pipette Tips 20-300 pL der Firma Eppendorf

Reagiergefals 500 ul der Firma Eppendorf

Mtwo, absorbent Paper points 29mm, 40 .04, sterile, von VDW

Zahnarztliche Sonde, zahnarztlicher Spiegel, Pinzette

PCP-15UNC der Firma Hu-Friedy
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1.4 Analyse des subgingivalen Mikrobioms via 16S rRNA-Gensequenzierung

Die Sequenzierung der Proben erfolgte mittels 16S rRNA gene sequencing im Institut fir
Molekularbiologie (IKMB) der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel. Das 16S rRNA Gen kodiert
fur die ribosomale 30S Untereinheit von Prokaryonten (Brosius et al. 1978; Glotz und
Brimacombe 1980) und unterscheidet sich von seinem eukaryontischen Gegenstlick, dem 18S

rRNA Gen, so dass eine prazise Zuordnung zur bakteriellen DNA moglich ist (Karst et al. 2018).

Diese Art der Sequenzierung von Genfragmenten der 16S rRNA Gene ermoglicht es mit wenig
Sequenzierungsaufwand, weniger konservierte (Baker et al. 2003), aber hoch spezifische
Varianten (v1-v9) (Stern et al. 1989; Smit et al. 2007) in den grundsatzlich stark konservierten
Abschnitten, zu erkennen und so eine qualitative und quantitative Aussage Uber die mikrobielle

Zusammensetzung der Probe zu treffen (Chakravorty et al. 2007).

Zunachst erfolgte die automatisierte DNA-Extraktion mit dem QlAcube (Qiagen) Laborsystem
und dem QlAamp DNA Mini Kit (Quiagen) nach Herstellerangaben. Die so gewonnene Ldsung

mit der DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Es erfolgte anschlieRend die Amplifizierung der v1-v2-Region des bakteriellen 16S rRNA-Gens
mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Es wurde pro Sulkusprobe stets ein Primerpaar aus
Forward und Reverse und einer unterschiedlichen Kombination aus zwei Barcodes, bestehend
aus je acht Basen, verwendet. Somit sind 384 Kombinationen bei den 16 unterschiedlichen
Forward-Primern (1 bis 16) und insgesamt 24 unterschiedlichen Reverse-Primern (A bis X)
denkbar. Die Primer wurden von der Firma Metabion International AG (Planegg/Steinkirchen)
bezogen. Zudem enthélt jeder Primer noch einen Illumina Primer als Startprimer fur die
Sequenzierung, ein Primer Pad, zur Verhinderung sogenannter hairpin loops, also ungewollter
Basenpaarung, und ein Verbindungsstiick. AnschlieRend erfolgten die Aufreinigung und
Normalisierung der DNA-Konzentration aus den Produkten der PCR. Hier kam das SequalPrep
Normalization Plate Kit (Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerangaben zur Anwendung. Zur
effizienten Auslastung des MiSeq der Firma lllumina und dem entsprechenden MiSeq Reagent
Kit v3 (2x300bp, Ilumina) wurden Proben in einem Ansatz sequenziert. Dazu erfolgte ein
pooling, also die dquimolare Mischung der Proben. Die Messung der Konzentrationen erfolgte

mit dem Qubit Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) und dem Qubit dsDNA BR Assay Kit
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(Thermo Fisher Scientific) nach Angaben des Herstellers. Die so generierten Sequenzen wurden
bei entsprechender Ubereinstimmung des Barcodes, den jeweiligen Proben zugeordnet. In
beide Leserichtungen komplementire Sequenzabschnitte mit einer Uberschneidung von 250-
300 bp wurden mit Hilfe des Programms FLASH fusioniert um ldangere Leseabschnitte zu

generieren (Magoc¢ und Salzberg 2011).

AnschlieRend erfolgte die Qualitatskontrolle. Anhand der Q Scores, einem Qualitdtsindex der
Sequenzdaten, welche das MiSeq (FastQ Format, Illumina) lieferte, kann die Wahrscheinlichkeit
fur einen falschlichen Basenaufruf in der Sequenzierung berechnet werden (Ewing et al. 1998).
Die Software UCHIME (Edgar et al. 2011) wurde verwendet um Sequenzen, bei denen der Q
Score in mehr als 5% der Nukleotide unter 30 betragt, auszusortieren. Dies entspricht einer
Wahrscheinlichkeit von 0,1% fir einen falschen Basenaufruf. Auch chimare Sequenzen, welche

durch die Fusion mehrerer Fragmente entstehen konnten, wurden mit UCHIME entfernt.

SchlieRlich wurden mittels USEARCH (Edgar 2010), Uber verschieden Schritte aus den
Sequenzdaten OTUs (operational taxonomic units) gebildet. Sequenzen, die eine Homologie

von Uber 97% aufwiesen, wurden zu einer OTU zusammengefasst.

Die Daten wurden bis auf 10000 Sequenzen pro Probe normalisiert, um einer kinstlichen
Inflation entgegenzuwirken. Die taxonomischen Daten wurden mit Hilfe des ,SINTAX"-
Algorithmus basierend auf der ,RDP training Set 16“ der Ribosomale Database Project (RDP) —
Datenbank klassifiziert (Cole et al. 2014). Die Abundanzen der jeweiligen Bakterien wurden auf
funf verschiedenen taxonomischen Stufen ermittelt: Phylum (Stamm), class (Klasse),

order(Ordnung), family (Familie) und genus (Gattung).

Die Berechnung und Darstellung der Abundanzen sowie die Analysen zur

Firmicutes/Bacteroidetes-Ratio wurden auf Phylumebene erstellt.

Alle weiteren Berechnungen wurden auf der hochsten verfligbaren taxonomischen Stufe

durchgefihrt.



II Material und Methoden 30

1.5  Statistik

Alle statistische Analysen wurden mit dem Programm R durchgeftihrt (R Core Team 2019).

[1.5.1 Analyse der relativen Abundanzen

Die Berechnung des Core Measurable Micobiome (CMM) stellt die Grundlage der Analysen der
relativen Abundanzen da. Das CMM selbst wurde definiert als die Bakterien, die eine Abundanz
von mehr als 1% aller Proben ausmachen, sowie die OTUs die durchschnittlich in mehr als 0,5%
einer der beiden Gruppen vorkommen sowie mindestens 40% der mikrobiellen

Zusammensetzung der Kohorte erklaren.

Die Analyse der relativen mittleren Abundanzen erfolgte mittels des R-Pakets DPLYR sowie dem
PHYLOSEQ-Paket.

[1.5.2 Analyse der a-Diversitdten

Die Berechnung der intraindividuellen a-Diversitaten erfolgte mit Hilfe der R-Pakete VEGAN,
ADE4 und PHYLOSEQ. Es wurden Berechnung der Species Richness, des Shannon diversity index
sowie des Chaol Index durchgeflhrt. Es wurde auch eine Berechnung des Simpson-Index
durchgeflihrt, auf die aber in dieser Arbeit nicht ndher eingegangen wird. Alle Berechnungen
wurden sowohl fir die vorliegenden Operational taxonomic units (OTUs) als auch auf Genus-

Ebene durchgefihrt.

Die Berechnung erfolgte, entsprechend der vorliegenden Verteilung, welche mit Hilfe des
Shapiro-Wilk-Test geprift wurde, eine Analyse mit dem gepaarten Student’s T-Test, bei
Normalverteilung, und dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtests, wenn keine Normalverteilung

vorlag.

Die Species Richness flhrt eine Zahlung der Taxa, ohne Berlcksichtigung der vorliegenden
Abundanzen durch. Der Shannon diversity index (auch Shannon Index H’) bericksichtigt sowohl
die Anzahl der Taxa als auch die Abundanz (Shannon 1948). Der Chaol Index fUhrt eine
Schatzung durch. Es werden die Anzahl der vorhandenen Taxa, unter der Annahme, dass man
bei einer zusatzlichen Probenentnahme keine weiteren Taxa entdecken wirde, geschatzt.
Dabei werden sowohl die gesamte Anzahl der vorliegenden Taxa geschatzt, als auch jene die

nur sehr selten in der Probe auftauchen, dementsprechend werden diese bei der Durchfliihrung
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des Chao 1 Index besonders bertcksichtigt (Chao 1984). Der Simpson Index berechnet die
Summe der Wahrscheinlichkeiten, dass bei zufalliger Auswahl zweier Taxa, diese nicht

derselben Art angehoren (Simpson 1949).

[1.5.3 Analyse der B-Diversitaten

Die interindividuelle B-Diversitat wurde wie folgt bestimmt. Daten der vorliegenden OTUs
wurden gemeinsam mit klinischen Informationen und den Informationen aus den Fragebogen
sowie den taxonomischen Daten zu einem R-Objekt namens PHYLOSEQ zusammengefiihrt
(McMurdie und Holmes 2013). Die weiteren Analysen wurden zudem mit dem MICROBIOME
sowie VEGAN und GGPLOT2 Paketen durchgefiihrt. So wurden die Analysen zu den B-
Diversitaten zum einen mit Hilfe der Principial Coordinates Analyse mit einer Bray-Curtis
Dissimilaritats-Matrix als Berechnungsgrundlage durchgefiihrt (Bray und Curtis 1957). Die
Varianzanalyse erfolgte mit Hilfe einer permutierten MANOVA (permutational multivariate
analysis of variance, PermANOVA) und der adonis2-Funktion des VEGAN-Pakets (Anderson

2001). Die Anzahl der Permutationen wurde auf 10 000 gesetzt.

Zum anderen erfolgte die Berechnung der B-Diversitaten mit Hilfe des Jaccard-Index (Jaccard
1902). Dieser erfolgte mit dem CMM als Grundlage der Berechnungen. Hier erfolgt die Analyse
der B-Diversitat durch Vergleich der Ahnlichkeiten mittels der An- oder Abwesenheit von

Bakterien.

Tests auf Normalverteilung bei kontinuierlichen Daten, erfolgten mit Hilfe des Shapiro-Wilk-

Tests.

Bei einer Normalverteilung wurde zur intraindividuellen Analyse zu zwei Zeitpunkten der
gepaarte Student’s T-Test verwendet. Bei nicht normalverteilten Daten fand der Wilcoxon-

Vorzeichen-Rangtest Anwendung.

Werte von p<0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.
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Il Ergebnisse

Im Folgenden werden, sofern nicht explizit erwdhnt, nur die Probanden der BFU-
ParoSubkohorte dargestellt, bei denen zu beiden Untersuchungszeitpunkten Daten erhoben

wurden.

1.1 Charakterisierung der Kohorte

In der BFU-ParoSubkohorte wurden 13 Probanden vor und 14 Wochen (durchschnittliche Zeit
von 98,8 Tagen) nach Beginn einer spezifischen Anti-Zytokin Therapie mit verschiedenen
Biologicals untersucht (siehe Tabelle 1). Die Kohorte besteht zu 30,8 % aus mannlichen
Probanden, das heillt dass vier mannliche und neun weibliche Personen die BFU-
ParoSubkohorte bilden. Die Studienteilnehmer waren im Median 48 Jahre alt und die Gruppe
besteht zu 38,5 % aus Rauchern. Dementsprechend waren finf Probanden Raucher und acht

Nicht-Raucher. Dies verdandert sich Uber den Untersuchungszeitraum nicht (p=1).

Die Probanden der Kohorte litten an verschiedenen chronisch inflammatorischen
Erkrankungen. Die meisten Studienteilnehmer, das heifst insgesamt acht von ihnen, litten an
einer rheumatoiden Arthritis, finf an einer Psoriasis oder Psoriasis Arthritis, drei an einer
chronisch entziindlichen Darmerkrankung, davon zwei an einem Morbus Crohn und ein
Proband an einer Colitis Ulcerosa. Zudem litt ein Proband an Spondylitits ankylosans. Vier
Probanden haben mehr als eine, namlich genau zwei bekannte chronisch inflammatorische
Erkrankungen. Alle diese vier Probanden haben eine rheumatoide Arthritis, drei von ihnen

zusatzlich noch eine Psoriasis bzw. Psoriasis Arthritis, ein Proband eine Colitis Ulcerosa.

Es kamen verschiedene Anti-Zytokine als Therapie zum Einsatz. So erhielten insgesamt sieben
Probanden eine Therapie mit TNF-a-Antagonisten. Bei zwei Probanden kam Infliximab
(Remicade®), bei einem Probanden Golimumab (Simponi®), bei einem weiteren Probanden
Certolizumab (Cimzia®) und bei drei weiteren Studienteilnehmern Adalimumab (Humira®) zum
Einsatz. Drei der sechs Probanden mit einer Anti-TNF-a-Therapie litten an einer rheumatoiden
Arthritis, zwei an einem Morbus Crohn, ein Teilnehmer war an einer Colitis Ulcerosa erkrankt

und ein Proband an einer Spondylitis ankylosans.
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Sechs weitere Probanden erhielten im Studienverlauf einer Therapie mit verschieden IL-
Antagonisten. Ein Proband mit einer rheumatoiden Arthritis erhielt Tocilizumab (RoActemra®)
als Anti-IL6 Therapie. Zwei weitere Probanden mit einer rheumatoiden Arthritis und einer
Psoriasis wurden mit Ustekinumab (Stelara®) als Anti-IL12/23 therapiert. Zudem kamen bei drei
Probanden Secukinumab (Cosentyx®) als Anti-IL17 Therapie zum Einsatz. Alle drei litten an

einer rheumatoiden Arthritis und einer Psoriasis bzw. Psoriasis Arthritis.

Tabelle 1: Charakterisierung der Kohorte

BFU-ParoSubkohorte

Ul U2 P

Probanden [n] 13 13 -

Frauen [%] 69,2 69,2 -

Alter [J] 48 (38-57) 48 (38-57) 1°

Raucher [%)] 38,5 38,5 i

CID [n]* Rheumatoide Arthritis 8 8 -

Psoriasis/Psoriasis Arthritis 5 5 -

Chronisch entziindliche Darmerkrankung 3 3 -

Spondylitis ankylosans 1 1 -

Biologicals [n] Anti-TNF-a 6 7 -

Anti-IL-17 3 3 =

Anti-IL-12/1L-23 2 2 -

Anti-IL-6 1 1 =
Parodontaler Status Bleeding On Probing [%] 16,1 (9,3-21,0) | 13,0(7,3-30,4) | 0,6°
ST/ Zahn [mm] 2,0(1,9-2,3) 2,0(1,9-2,2) 0,52
DMFT 1,4 (0,6-1,6) 1,3(0,6-1,5) | 0,9
Probenentnahme ST; klinisch gesunde Tasche 2,0 (1,0-2,0) 2,0 (1,0-2,0) 0,3¢
ST; tiefste Tasche 4,5 (4,0-5,0) 4,0(4,0-50) | 0,2¢

Charakterisierung der Kohorte. Daten werden als Anzahl der Probanden (n), Prozente (%), Millimeter
(mm), Jahre (J) und Mediane mit Interquartilabstand angegeben; Ul: 1. Untersuchung; U2:
2.Untersuchung 14 Wochen nach Beginn der Anti-Zytokin Therapie; * Mehrere Diagnosen pro Proband
moglich. » Paired Student’s t-test, b x%-Test and © Wilcoxon signed-rank test; CID: chronic inflammatory
disease, ST: Sulkustiefe, DMFT-Index: Decayed Missed Filled Teeth-Index

Der parodontale Status zeigte einen Bleeding on Probing Index von 16,1 % im Median bei der

ersten Untersuchung. 14 Wochen nach Beginn der Anti-Zytokin Therapie zeigte er sich mit



IIT Ergebnisse 34

einem Median von 13 % nicht signifikant erniedrigt (p=0,6). Die Ermittlung der Sulkustiefen
zeigte einen Median von 2,0 mm jeweils zu beiden Untersuchungszeitpunkten. Der Decayed
Missed Filled Teeth Index nahm zu beiden Zeitpunkten der Untersuchung einen medianen Wert

von 1,3 an.

Die Entnahme der Mikrobiomproben erfolgte zum einen aus klinisch gesunden parodontalen
Taschen. Diese zeigten eine mediane Sulkustiefe von 2,0 mm, sowohl vor als auch 14 Wochen
nach Beginn der Anti-Zytokin Therapie. Zum anderen erfolgte die Entnahme der
SulkusflUssigkeit aus den klinisch tiefsten gemessenen parodontalen Taschen der Probanden,
deshalb wurde zuvor der jeweils hochste Wert der Sulkustiefen-Messung des Probanden
ermittelt. Dort erfolgte dann in der Folge die Probeentnahme. In diesen tiefsten gemessenen
Taschen der Probanden zeigten sich im Median Sulkustiefen von 4,5 mm bei der ersten und 4,0

mm bei der zweiten Untersuchung der Probanden.

1.2 Analysen des Mikrobioms auf Phylumebene

[11.2.1 Das Core Measurable Microbiome

Das Core Measurable Microbiome, also das Kernmikrobiom der Proben, umfasst 257 OTUs und
machte in den meisten Proben etwa 80% des Mikrobioms aus (Abbildung 4a und b). Das CMM

diente als Basis zur Berechnung der relativen Abundanzen und des Jaccard Index (B-Diversitat).
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b) Abdeckung der normalisierten
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Abbildung 4: a) Boxplot des Kernmikrobioms (CMM) bezogen auf die auf 10000 Sequenzen pro Probe
normalisierten Daten der 16S rRNA Analyse. b) Histogramm der Frequenz des CMM bezogen auf die
10000 Sequenzen jeder Probe (x-Achse)

[11.2.2 Relative Abundanzen

Die Berechnung der relativen Abundanzen erfolgte auf Phylumebene mit dem Core Measurable

Microbiome und zeigte die im Folgenden erlduterten Ergebnisse.

Die relativen Abundanzen des entnommenen Mikrobioms der parodontalen Taschen, also der
klinisch gesunden, der tiefsten und einer bei visueller Kontaminierung zusatzlich entnommenen
Proben sind flr beide Untersuchungszeitpunkte zusammengenommen in Abbildung 5a
dargestellt. Die zusatzlichen Proben wurde alle zum zweiten Zeitpunkt entnommen. Es handelt
sich hier insgesamt um vier Proben. Die Actinobacteria kommen in den Proben am haufigsten
vor. Sie sind in den klinisch gesunden Taschen zu 36,4 %, in den tiefsten Taschen zu 30,6 % und
in den zusatzlich entnommenen Proben zu 31,9 % vertreten. Das zweithdufigste Phylum sind
die Firmicutes mit 26,1 % in den klinisch gesunden Taschen und 25,4% in den tiefsten
gemessenen Taschen der Probanden. In den zuséatzlich enthnommenen Proben sind sie mit 14,9
% die vierthdufigste der Phyla der Proben. Hier sind mit 15,2 % die Spirochdten am

zweithaufigsten vertreten und mit 15,1 % die Proteobacteria am dritthaufigsten vertreten.
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Spirochaten sind wiederrum zu 8,5 % in den tiefsten gemessenen Taschen und zu 0,6 % in den
klinisch gesunden Taschen vertreten. Proteobakterien machen in den Proben der klinisch
gesunden Taschen anteilig 19,6 % aus. In den tiefsten Taschen sin des nur 12, 4 % und in den
tiefsten parodontalen Taschen 12,7%. Die Bacteroidetes kommen in allen Proben etwa
gleichhaufig vor. Sie sind in 13,2 % der klinisch gesunden Taschen, in 14, 1 % der tiefsten
parodontalen Taschen der Probanden und 12 % der zusatzlich entnommenen Proben
vorhanden. Fusobakterien sind in den zusatzlichen enthommenen Proben mit 8,5 % anteilig
ahnlich haufig wie in den tiefsten parodontalen Taschen (6,2 %) vertreten. In den klinisch
gesunden Parodontaltaschen kommen sie nur zu 2,9 % vor. Die unbekannten Phyla (,,Unknown
Phyla“) machen in den klinisch gesunden Taschen einen Anteil von 0,6 % aus, in den tiefsten
parodontalen Taschen einen Anteil von 1,4 %. In den zusatzlichen Proben machen sie einen
relativen Anteil von 1,1 % des Mikrobioms aus. Alle anderen in der Grafik aufgeflhrten Phyla,
also die Candidatus Saccharibacteria, SR1, Synergistetes und Verrucomicrobia sind mit einer

relativen mittleren Abundanz von unter einem Prozent in den jeweiligen Proben vertreten.

Abbildung 5b zeigt die relativen Abundanzen des CMM fir alle Taschen zusammengenommen,
auch fir die zusatzlich entnommenen Taschen — jeweils im Vergleich zwischen der ersten und
zweiten Untersuchung. Es zeigen sich bei der zweiten Untersuchung verminderte
Actinobacteria. Bei der ersten Untersuchung zeigen sie einen Anteil von 35,3 %, bei der zweiten
Untersuchung von 32,0 %. Die Actinobacteria sind damit die am Haufigsten vertretenden Phyla
des gesamten oralen Microbioms zu beiden Zeitpunkten. Der Bacteroidetes-Anteil nimmt bei
der zweiten Untersuchung anteilig um 0,4 Prozentpunkte auf 13,7 % ab, der Firmicutes-Anteil
nimmt bei den gleichen Untersuchungen insgesamt anteilig von 24,5 % auf 25,8 % zu. Die
Firmicutes sind somit das zweithaufigste Phylum des oralen Gesamtmikrobioms der
vorliegenden Proben zu beiden Zeitpunkten. Bei der zweiten Untersuchung zeigten sich zudem
mit 14,2 % insgesamt weniger Proteobakterien als bei der ersten Untersuchung 18,5 %. Der
Anteil der Spirochaten nimmt von 2,7 % bei der ersten Untersuchung auf 6,8 % bei der zweiten
Untersuchung zu. Die Fusobakterien machen einen annahernd gleichen Anteil am Mikrobiom
aus (4,1 % bei der ersten und 5,1 % bei der zweiten Untersuchung). Die unbekannten Phyla
(,Unknown Phyla“) machen bei der ersten Untersuchung zudem einen Anteil von 0,7 % und bei
der zweiten Untersuchung von 1,2% aus. Die weiteren in der Grafik aufgefiihrten Phyla zeigen,

analog zur Abbildung 5a, alle eine relative mittlere Abundanz von unter einem Prozent.
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a) Subgingivales Kernmikrobiom (CMM) b) Subgingivales Kernmikrobiom (CMM)
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Abbildung 5: Relative Abundanzen a) aller subgingivalen Taschen bei beiden Untersuchungszeitpunkten
zusammengenommen und b) aller subgingivalen Taschen bei der ersten und der zweiten Untersuchung,
also 14 Wochen nach Beginn der Anti-Zytokin Therapie. Die abgebildeten Querstriche trennen die
auftretenden OTUs voneinander.

Es erfolgte zudem die Untersuchung der relativen Abundanzen fir die klinisch gesunden und

tiefsten Taschen der Probanden getrennt, jeweils zur ersten und zweiten Untersuchung.

Die relativen Abundanzen der klinisch gesunden parodontalen Taschen (Abbildung 6a) zeigen
bei der ersten Untersuchung, vor Beginn der Anti-Zytokin Therapie, eine relative mittlere
Abundanz der Actinobacteria von 41,5 %. Den zweithaufigsten Anteil machen die Firmicutes
mit 25,0 % aus. Proteobakterien sind zu 20,5 %, die Bacteroidetes zu 9,7 % und Fusobakterien
zu 2,3 % vertreten. 14 Wochen nach Beginn der spezifischen Anti-Zytokin Therapie zeigt sich
ein verringerter Anteil der Actinobakterien (33,9 %). Die Firmicutes sind mit 31,6 %, die
Proteobakterien mit 20,8 % und die Bacteroidetes mit 12,1 % vertreten. Die Fusobakterien
machen eine relative mittlere Abundanz von 3,2 % aus. Die weiteren in der Grafik aufgefihrten
Phyla, einschlieflich der unbekannten Phyla, bilden zu beiden Untersuchungszeitpunkten ein

Anteil von unter einem Prozent am Mikrobiom.

Die relativen mittleren Abundanzen der Proben aus den tiefsten parodontalen Taschen sind in
Abbildung 6b dargestellt. Actinobakterien machen mit 33,4 % bei der ersten Untersuchung und
30,0 % den grofBten Anteil der Phyla aus. Firmicutes machen zu beiden
Untersuchungszeitpunkten mit 29,7 % beziehungsweise 26,8 % bei der zweiten Untersuchung
den zweithaufigsten Anteil der Phyla aus. Der Anteil der Bacteroidetes nimmt von 8,8 % bei der

ersten Untersuchung auf 13,1 % bei der zweiten Probenentnahme zu. Fusobakterien treten
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ahnlich haufig auf, namlich bei der ersten Untersuchung mit einem Anteil von 6,9 % und bei
der zweiten Untersuchung mit einem Anteil von 6,6 %. Proteobakterien sind bei der ersten
Untersuchung mit 20,3 % anteilig deutlich haufiger vertreten als bei der zweiten Untersuchung,
bei der sie 8,9 % der relativen mittleren Abundanz der Proben ausmachen. Spirochaten sind in
der ersten Untersuchung in keiner der Proben der tiefsten gemessenen Taschen zu finden, bei
der zweiten Probenentnahme 14 Wochen nach Beginn der Anti-Zytokin Therapie machen sie
einen Anteil von 11,1 % aus. Die restlichen in der Grafik aufgefiihrten Phyla machen einen Anteil
von jeweils unter einem Prozent aus, mit Ausnahme der unbekannten Phyla zum zweiten
Untersuchungszeitpunkt, die einen Anteil von 1,9 % der relativen mittleren Abundanz
ausmachen.

a) Subgingivales Kernmikrobiom (CMM) der klinisch gesunden Sulki b) Subgingivales Kernmikrobiom (CMM) der tiefsten Taschen

1.00- 1.00-

Relative mittlere Abundanz der OTUs
Relative mittlere Abundanz der OTUs

0.00-

1. Untersuchung 2. Untersuchung 1. Untersuchung 2. Untersuchung

Abbildung 6: relative Abundanzen der a) klinischen gesunden und b) tiefsten Taschen jeweils bei der
ersten und zweiten Untersuchung. Die abgebildeten Querstriche trennen die auftretenden OTUs
voneinander.

[11.2.3 Firmicutes und Bacteroidetes

Die Analyse der Abundanzen der Firmicutes und Bacteroidetes erfolgte auf Phylumebene. Die
Analysen der Firmicutes und Bacteroidetes bezlglich der parodontalen Taschen (Tabelle 2)
sowie im Vergleich der ersten und zweiten Untersuchung (Tabelle 3) blieben stets hinter dem
Signifikanzniveau zurick. Auch der Vergleich der Firmicutes-Bacteroidetes-Ratio zeigte keine
signifikanten Unterschiede in Bezug auf die parodontalen Taschen oder auf Verdnderungen im

Vergleich der Zeitpunkte der Untersuchungen.
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Tabelle 2: Firmicutes und Bacteroidetes: Vergleich der Untersuchungszeitpunkte
Klinisch gesunde | Klinisch gesunde | P? Tiefste  Tasche | Tiefste Tasche | P?
Tasche (U1) Tasche (U2) (U1) (U2)
Firmicutes 1968 (1242- | 2515 (1894-3638) | 0,52 | 1724 (1198- | 2200 (1260-2678) 0,7°
2837) 3165)
Bacteroidetes | 1157 (948-1789) | 1259 (989-1773) | 1° 1550 (610-2268) | 1736 (598-2818) | 0,6°
F/B-Ratio 1,7 2,0 0,6 | 1,6 1,4 0,7°

Tabelle 3: Firmicutes und Bacteroidetes: Vergleich der SulkusflUssigkeiten der parodontalen Taschen

Klinisch gesunde | Tiefste  Tasche | P3 Klinisch gesunde | Tiefste ~ Tasche | P*
Tasche (U1) (U1) Tasche (U2) (U2)
Firmicutes 1968 (1242-2837) | 1724 (1198- | 0,7° | 2515 (1894- | 2200 (1260-2678) | 0,7°
3165) 3638)
Bacteroidetes | 1157 (948-1789) | 1550 (610-2268) | 0,3 | 1259 (989-1773) | 1736 (598-2818) | 0,5°
F/B-Ratio 1,7 1,6 0,8 |20 1,4 0,3°

Firmicutes und Bacteroidetes sowie Ratio aus Firmicutes und Bacteroidetes (F/ B-Ratio). Daten wetrden als
Mediane und Interquartilabstand angegeben. P-Werte aus Analysen der Zeitpunkte vor und nach Beginn
der Therapie jeweils fiir die klinisch gesunde parodontale Tasche (P!) und die tiefste Tasche des
Probanden (P?) sowie aus Vergleich der parodontalen Taschen jeweils zum Zeitpunkt vor (P3) und
Zeitpunkt nach Beginn der Anti-Zytokin Therapie (P4); U1l: 1. Untersuchung; U2: 2.Untersuchung 14
Wochen nach Beginn der Anti-Zytokin Therapie; » Paired Student’s t-test, > Wilcoxon signed-rank test

Auch der Vergleich zwischen schlanken und Ubergewichtigen (BMI>25 kg/m?) blieb fur alle
Vergleiche der Zeitpunkte und parodontalen Taschen hinter dem Signifikanzniveau zurick

(p>0,05).
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[11.3 Diversitaten

[11.3.1 a-Diversitaten

Die Analyse der a-Diversitat erfolgte mittels der Berechnung der Species Richness, des Shannon

diversity index (Shannon Diversitats Index) und des Chaol Index auf OTU-Ebene.

[11.3.1.1 Veranderte a-Diversitaten in den tiefsten parodontalen Taschen der

Probanden nach Beginn der Anti-Zytokin-Therapie

Die Analyse der a -Diversitaten der OTUs zeigte keine signifikanten Anderungen der Species
Richness (Abbildung 7a) sowie des Shannon (Abbildung 7b) und des Chaol Index (Abbildung
7c), sowohl im Vergleich der Diversitaiten der Taschen untereinander als auch der

Untersuchungszeitpunkte.

a) Species Richness b) Shannon Index c) Chao1 Index
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Abbildung 7: a-Diversitaten als a) Species richness, b) Shannon Index und c) Chaol Index fur klinisch
gesunde (grine) und tiefste gemessene parodontale Tasche (orange) aller Probanden jeweils fir die
erste (,U1“) und zweite Untersuchung (,,U2“). KG: Klinisch gesunder Sulkus, TT: Tiefe Tasche U1: 1.
Untersuchung; U2: 2.Untersuchung, 14 Wochen nach Beginn der Anti-Zytokin Therapie

Die Analyse der a-Diversitat zeigt eine signifikante Steigerung des Shannon Index der tiefsten

gemessenen parodontalen Taschen der Probanden im Vergleich zwischen der ersten und
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zweiten Untersuchung, 14 Wochen nach Beginn der Anti-Zytokin Therapie (p=0,039). Alle

weiteren Analysen blieben hinter dem Signifikanzniveau zurlck (p>0,05).

Abbildung 8 zeigt, den ermittelten Unterschied des Shannon Index fiir die klinisch gesunden
und die tiefsten gemessenen parodontalen Taschen, aufgeschlisselt fir die einzelnen
Probanden anhand eines Spaghetti-Plots. Hier zeigt sich, mit einer Ausnahme, bei allen
Probanden eine Zunahme der a-Diversitat im Sinne des Shannon Index in den Proben, welche

aus den tiefsten parodontalen Taschen der Probanden entnommen wurden, festzustellen ist.

Die einzige Probe, die eine Abnahme der a-Diversitat zeigt, ist die einer tiefen Tasche zeigt einer
57-jahrige weiblichen Probandin, die eine Therapie mit Adalimumab bei einem Morbus
Bechterew erhielt und sich zum zweiten Untersuchungszeitpunkt in Remission befand. Die a-
Diversitat (Shannon-Index) der klinisch gesunden Tasche zeigt jedoch eine Zunahme von 3,6 bei
der ersten Untersuchung und 4,3 bei der zweiten Untersuchung. Zu beachten ist, dass diese
Probandin, eine der vier Teilnehmerinnen ist, bei der zur zweiten Untersuchung eine
zusatzliche Probe entnommen wurde, da die erste Probe der tiefen Tasche visuell eine
Kontamination mit Blut aufwies. Die zweite Probe wurde wie die erste Probe vom Zahn 21
entnommen. Die erste Probe von mesio-palatinal, die zweite Probe von disto-palatinal. Beide
Taschen wiesen eine identische Sulkustiefe von 5 mm und einen AV von 1 mm auf. Vergleicht
man den Shannon Index der Probe aus der tiefen Tasche bei der ersten Untersuchung (Shannon
Index = 3,5) mit dem Wert aus der zusatzlich entnommenen Probe (Shannon Index = 3,11)
sowie dem Shannon Index aus der urspringlichen, aber kontaminierten Probe (Shannon Index
= 3,13) zeigt sich ein sehr &dhnlicher Shannon Index, welcher sich erst in der zweiten

Nachkommastelle unterscheidet.

Die extremste Zunahme des Shannon Index in den tiefsten gemessenen Taschen der
Probanden zeigt eine 65-jahrige Probandin mit Ustekinumab-Therapie. Die Anti-Zytokin
Therapie erfolgte aufgrund einer Psoriasis, die sich zum zweiten Untersuchungszeitpunkt in

Remission befand.

Erstgenannte Probandin zeigt vor Beginn der Therapie den niedrigsten Shannon Index fir die
tiefsten parodontalen Taschen der Kohorte mit einem Shannon Index von 2,19. 14 Wochen
nach Beginn der Therapie konnte flr die Probe eine a -Diversitat im Sinne des Shannon Index

von 4,08 bestimmt werden.
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Shannon Index des klinisch gesunden Sulkus

Shannon Index der tiefsten Tasche
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Abbildung 8: Shannon Index (Spaghetti-Plots) der Probanden fiir die erste und zweite Untersuchung flr
a) die klinisch gesunden Taschen und b) die tiefsten gemessenen Taschen der Probanden. Aufgeteilt

nach eingesetzter Anti-Zytokin Therapie.

Die Analyse der a-Diversitatsindices der Probanden mit Anti-TNF-a Therapie blieb stets hinter

dem Signifikanzniveau (p= 0,05) zurlck (Abbildung 9a-c).
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a) Species Richness b) Shannon Index c) Chao1 Index
bei Anti-TNF Therapie bei Anti-TNF Therapie bei Anti-TNF Therapie
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Abbildung 9: a)Species Richness, b) Shannon Index und c) Chao1l Index fur klinisch gesunde (griine) und
tiefste gemessene parodontale Tasche (orange) aller Probanden mit Anti-TNF-a Therapie jeweils fiir die
erste (,U1“) und zweite Untersuchung (,,U2“). KG: Klinisch gesunder Sulkus, TT: Tiefe Tasche U1: 1.
Untersuchung; U2: 2.Untersuchung 14 Wochen nach Beginn der Anti-Zytokin Therapie

Die Analyse der a-Diversitdten der Probanden mit spezifischer Anti-IL Therapie blieb ebenfalls
stets hinter dem Signifikanzniveau (p=0,05) zurlck (Abbildung 10a-c). Es zeigte auch hier eine
Steigerung des Shannon Index der tiefsten parodontalen Taschen im Vergleich der ersten und

zweiten Untersuchung, nach Beginn der Therapie.

Auch die Analyse der a-Diversitdten der Probanden mit spezifischer Anti-IL-17 Therapie mit
Secukinumab (n=3, alle mit einer rheumatoiden Arthritis) blieb hinter dem Signifikanzniveau

(p=0,05) zurick.
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a) Species Richness b) Shannon Index c) Chao1 Index
bei Anti-IL Therapie bei Anti-IL Therapie bei Anti-IL Therapie
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Abbildung 10: a) Species Richness, b) Shannon Index und c¢) Chaol Index fir klinisch gesunde (griine)
und tiefste gemessene parodontale Tasche (orange) aller Probanden mit verschiedenen IL-Antagonisten
jeweils fur die erste (,U1“) und zweite Untersuchung (,U2“). KG: Klinisch gesunder Sulkus, TT: Tiefe
Tasche U1: 1. Untersuchung; U2: 2.Untersuchung, 14 Wochen nach Beginn der Anti-Zytokin Therapie

[11.3.2 B-Diversitaten

[11.3.2.1Veranderung der B-Diversitat der parodontalen Taschen nach Beginn der

Anti-Zytokin Therapie

Bei Vergleich der B-Diversitdten vor und nach Beginn der Anti-Zytokin Therapie zeigte sich, dass
Anderungen der Varianz der Diversitit bei Betrachtung der klinisch gesunden und tiefsten
Tasche und der zusatzlich entnommenen Proben als Gesamtmikrobiom (Abbildung 11a und b;
Principal Coordinates Analyse der Bray-Curtis Unterschiede: p=0,5; R>=1,8% und des Jaccard-
Index: p=0,3; R?=2,0) nicht durch die unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkte vor und nach

Beginn der Therapie erkldrt werden konnten.
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a) Subgingivale B-Diversitat aller Proben b) Subgingivale B-Diversitét aller Proben
(PCoA/Bray-Curtis) (PCoAlJaccard-Index fiir das CMM)

Untersuchungszeitpunkt Untersuchungszeitpunkt

0.00 1. Untersuchung 1. Untersuchung

2. Untersuchung 2. Untersuchung

Axis2 [14.2%]
h

Axis.2 [9.6%]

00 00
AxisA [14.2%)] Axis.A [19.2%]

Abbildung 11: Principal Coordinates Analysis a) der Bray-Curtis-Indizes und b) des Jaccard Index fir alle
Taschen zusammen. Der erste Untersuchungszeitpunkt ist in grin dargestellt, der zweite Zeitpunkt,
nach Beginn der Anti-Zytokin Therapie, jeweils in orange.

Bei Unterscheidung zwischen den klinisch gesunden Taschen zeigte sich, dass die Principal
Coordinates Analyse des Jaccard-Index die Varianz der B-Diversitdten erklaren konnte
(Abbildung 12b; p<0,001; R?=11,7), die Analyse mit der Principal Coordinates Analyse der Bray-
Curtis Unterschiede aber nicht (Abbildung 12; p=1; R?=2,9%).

a) Subgingivale B-Diversitat der klinisch gesunden Sulki: a) Subgingivale B-Diversitét der klinisch gesunden Sulki:
(PCoA/Bray-Curtis) (PCoA/Jaccard-Index fir das CMM)

Untersuchungszeitpunkt Untersuchungszeitpunkt

1. Untersuchung 1. Untersuchung

2. Untersuchung 2. Untersuchung

Axis.2 [12.5%]
Axis2 [16.8%]

06 03 o 03 06 025 0.00

0 025
Axis.1 [14.2%] Axis.1 [23.2%)]

Abbildung 12: Principal Coordinates Analysis a) der Bray-Curtis-Indizes und b) des Jaccard Index fir die
Proben aus den klinisch gesunden Taschen. Der erste Untersuchungszeitpunkt ist in griin dargestellt,
der zweite Zeitpunkt, nach Beginn der Anti-Zytokin Therapie in orange.

Ahnliches zeigte sich auch fur die Analyse der tiefsten Taschen der Probanden. Auch hier zeigte
sich, dass die Principal Coordinates Analyse des Jaccard Index die Varianz der B-Diversitaten

erklaren konnte (Abbildung 13b; p<0,001; R>=12,7), die Analyse mit der Principal Coordinates

Analyse der Bray-Curtis Unterschiede aber nicht (Abbildung 13a; p=0,8; R*=3,5%).
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a) Subgingivale B-Diversitét der tiefsten Tasche: a) Subgingivale B-Diversitét der tiefsten Tasche:
(PCoA/Bray-Curtis) (PCoAlJaccard-Index fiir das CMM)

Untersuchungszeitpunkt Untersuchungszeitpunkt

1. Untersuchung 00 1. Untersuchung

Axis2 [11.3%]
Axis2 [15.2%]

2. Untersuchung 2. Untersuchung

00 0.00 025
AxisA [19%)] Axis.1 [25.5%]

Abbildung 13: Principal Coordinates Analysis a) der Bray-Curtis-Indizes und b) des Jaccard Index fir die
Proben aus den klinisch tiefsten, gemessenen Taschen der Probanden. Der erste
Untersuchungszeitpunkt ist in griin dargestellt, der zweite Untersuchungszeitpunkt in orange.

[11.3.2.2 Unterschiedliche B-Diversitat der klinisch gesunden und tiefsten

parodontalen Taschen

Die Analyse der subgingivalen B-Diversitdt mit Hilfe einer Principal Coordinates Analysis des
Bray-Curtis Dissimilaritdtsindex zeigte, dass die Varianz der Beta-Diversitaten der klinisch
gesunden und der tiefsten Tasche, sowie der zusatzlich entnommenen Proben, mit Hilfe des
Modells gut erklart werden konnen (kumulative Varianz der ersten beiden Achsen:

14,2%+9,6%=23,8%; p=0,003; Bestimmtheitsmal R?=5,1%; Abbildung 14).

Subgingivale B-Diversitat (PCoA/Bray—Curtis)
0.6

03 s ) N X

. N 1 Mikrobiomprobe
. . N -e- aus klinisch gesunder Tasche

0.0 L . A . I -e- aus tiefster Tasche

Axis.2 [9.6%]

Zusétzliche Probe

Axis.1 [14.2%]

Abbildung 14: Principal Coordinates Analysis der Bray-Curtis Indizes fir die klinisch gesunden
parodontalen Taschen (blau), die tiefsten gemessenen Taschen (rot) der Probanden, sowie die
zusatzlich entnommenen Proben (grau).
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Bei der Analyse der B-Diversitdaten der Sulkusflissigkeiten der Probanden zu dem Zeitpunkt vor
Beginn der Anti-Zytokin Therapie (p=0,2 und R?=4,7 %; Abbildung 15a) und nach Beginn der
spezifischen Therapie (p=0,03 und R?=5,4 %; Abbildung 15b) zeigten sich fur beide Zeitpunkte
unterschiedliche B-Diversitdaten der parodontalen Taschen. Diese erreichte nach Beginn der
Anti-Zytokin Therapie das Signifikanzniveau. Abbildung 16a und b sowie 17a und b zeigen die

Phyla der entsprechenden B-Diversitaten.

a) Subgingivale B-Diversitat des ersten Untersuchungszeitpunkts

(PCoA/Bray-Curtis)

b) Subgingivale B-Diversitat des zweiten Untersuchungszeitpunkts
(PCoA/Bray—Curtis)
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Abbildung 15: Principal Coordinates Analysis der Bray-Curtis-Indizes fir die klinisch gesunden
parodontalen Taschen (blau), die tiefsten gemessenen Taschen (rot) der Probanden zum Zeitpunkt a)
vor Beginn der Anti-Zytokin Therapie und b) 14 Wochen nach Beginn der Anti-Zytokin-Therapie.
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b) Subgingivale Taxa vor Beginn der Anti-Zytokin Therapie
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Abbildung 16: Darstellung der B-Diversitat (Bray-Curtis) auf Phylumebene vor Beginn der Anti-Zytokin

Therapie a) in einer Grafik b) aufgeteilt.

a) Subgingivale Taxa 13 Wochen nach Beginn der Anti-Zytokin Therapie
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Abbildung 17: Darstellung der B-Diversitat (Bray-Curtis) auf Phylumebene nach Beginn der Anti-Zytokin

Therapie a) in einer Grafik und b) aufgeteilt in die auftretenden Phyla.
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Neben der Principal Coordinates Analysis der Bray-Curtis-Indizes wurde entsprechend eine
Principal Coordinates Analysis des Jaccard-Index fir das CMM durchgefihrt. Bei Analyse der
parodontalen Taschen an beiden Zeitpunkten zusammengenommen, zeigte sich eine

signifikante Erklarung der Varianz von p<0,001 (R*=6,0%; Abbildung 18).

Subgingivale B-Diversitat (PCoA/Jaccard—Index fir das CMM)
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Abbildung 18: Principal Coordinates Analysis des Jaccard-Index fir die klinisch gesunden parodontalen
Taschen (blau), die tiefsten gemessenen Taschen (rot), die zusatzlich enthnommen Proben (grau)
zusammengenommen an beiden Untersuchungszeitpunkten.

Dies zeigte sich ebenfalls in der nach Untersuchungszeitpunkt getrennten Analyse der
subgingivalen Taschen. Vor Beginn der Anti-Zytokin Therapie (p<0,001; R?>=13,6%; Abbildung
19a) und nach Beginn der spezifischen Therapie wurde das Signifikanzniveau erreicht (p<0,001;
R?=19,0%; Abbildung 19b).

a) Subgingivale B-Diversitat des ersten Untersuchungszeitpunkts b) Subgingivale B-Diversitat des zweiten Untersuchungszeitpunkts
(PCoA/Jaccard-Index fir das CMM) (PCoAlJaccard-Index fiir das CMM)
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Abbildung 19: Principal Coordinates Analysis des Jaccard-Index fir die klinisch gesunden parodontalen
Taschen (blau) und die tiefsten gemessenen Taschen (rot) der Probanden a) zum Zeitpunkt vor b) nach
Beginn der Anti-Zytokin Therapie.
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IV Diskussion

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Diversitat und Zusammensetzung des subgingivalen
Mikrobioms jeweils in einer klinisch gesunden und der tiefsten parodontalen Taschen von
Probanden mit verschiedenen chronisch entzindlichen Erkrankungen untersucht. Die
Untersuchung erfolgte zu einem Zeitpunkt vor und 14 Wochen nach Beginn einer spezifischen

Anti-Zytokin Therapie.

IV.1 Verdanderungen der mikrobiellen Zusammensetzung und der Diversitaten

unter einer spezifischen Anti-Zytokin Therapie

In der vorliegenden Arbeit konnten Verdanderungen der relativen Abundanzen des
subgingivalen Mikrobioms auf Phylumebene im Verlauf einer spezifischen Anti-Zytokin-
Therapie festgestellt werden. Bei der Analyse der B-Diversitdaten der Sulkusflissigkeiten der
Probanden zu dem Zeitpunkt vor Beginn der Anti-Zytokin Therapie und nach Beginn der
spezifischen Therapie zeigten sich flr beide Zeitpunkte unterschiedliche B-Diversitdaten der
parodontalen Taschen, was zu erwarten war. Diese erreichte nach Beginn der Anti-Zytokin
Therapie erreichte diese sogar das Signifikanzniveau. Dies kann man als bakterielle Shift nach
Beginn der Anti-Zytokin Therapie werten. Jedoch ist anhand der Analyse der B-Diversitadt nicht
voraussagbar welche Art von Shift vorliegt. Hier missen die ergdnzenden Analysen bei der
Interpretation helfen. So erfolgte die Analyse der a-Diversitdaten fir die OTUs und auf Genus-
Ebene. Beides sind gangige Analyse-Methoden. Genauer erscheint jedoch die Analyse der
OTUs, da es sich hier Bakterien mit einer definierten Ahnlichkeit des 16s rRNA-Gens von
mindestens 97% handelt, weshalb diese hier angewandt wurde. So zeigte sich nach Beginn der
Anti-Zytokin  Therapie eine signifikante Verbesserung der a-Diversitdt der tieferen
Sulkustaschen. Hier ist jedoch kritisch anzumerken, dass es Untersuchungen gibt, die von einer
starkeren parodontalen Zerstdérung, wenn auch nicht Entziindung, bei hoherer subgingivaler a-
Diversitat ausgehen (Abusleme et al. 2013). Jedoch ist die Interpretation anspruchsvoll. In einer
tierexperimentellen Studie konnte 2022 gezeigt werden, dass eine verringerte Diversitat mit
einer Gingivitis einhergeht, eine Erhéhung dann mit einer Parodontitis. Jedoch ist auch bei

gesunden parodontalen Verhaltnissen eine hohe Diversitadt zu erwarten (Ribeiro et al. 2022).
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Es ist bekannt, dass sich nicht nur das Mikrobiom von Patienten mit einer Parodontitis vom
parodontal gesunden Mikrobiom unterscheidet (LaMonte et al. 2018), sondern dass sich auch
im intraindividuellen Vergleich Unterschiede der mikrobiellen Zusammensetzung zwischen

gesunden und erkrankten Sulci feststellen lassen (Roberts und Darveau 2015).

In den Proben der gesunden als auch der tiefsten parodontalen Taschen der hier vorliegenden
Arbeit zeigte sich, dass Actinobakterien die haufigsten Phyla sind, dicht gefolgt von den
Firmicutes. Sie machen jeweils etwa 1/3 -1/4 der Phyla der Proben aus, wobei in den klinisch
gesunden Sulci verhaltnismaRig mehr Actinobakterien zu finden sind (Abbildung 6a und b).
Ahnliche Beobachtungen beschreiben auch Shi et al. 2018 bei Untersuchung von Proben bei
gesunden Probanden, Probanden mit einer chronischen und einer aggressiven Parodontitis
(nach der Klassifikation von 1999). Sie beschreiben eine Dominanz von Firmicutes,
Actinobacteria und Proteobakterien in den Proben der parodontal gesunden Probanden. Bei
den Parodontitiden zeigen sich weniger Actinobacteria und dafir eine relative Zunahme von
Fusobakterien, Spirochdten und Saccharibacteria (Shi et al. 2018). Interessant ist in diesem
Zusammenhang zu erwahnen, dass es sich bei den von uns untersuchten Proben jedoch um
Proben von Probanden ohne Parodontitis, jedoch mit teilweise erhdohten Taschentiefen und
CIDs handelt. Dies legt nahe, dass es bei diesen Patienten schon friihzeitig zu Veranderungen
des subgingivalen Mikrobioms kommt, die die Entstehung einer parodontalen Entzindung
beglnstigt. Dies wirde einen Erklarungsansatz fir die hdufig beschriebenen Assoziationen
zwischen Parodontitis und chronisch inflammatorischen Erkrankungen, wie der rheumatoiden
Arthritis (Araujo et al. 2015; Potempa et al. 2017), Spondylitis ankylosans (Ratz et al. 2015),
Psoriasis (Woeste et al. 2019) und CEDs (Papageorgiou et al. 2017) liefern. Fir letztgenannte
CEDs sind positive Korrelationen zwischen der parodontalen und intestinalen Inflammation
beschrieben (Lira-Junior und Figueredo 2016; Figueredo et al. 2017). Atarashi et al. entnahmen
in einer Studie orale Mikrobiomproben aus dem Speichel von Patienten mit CEDs und
transferierten sie in Keimfreie Mause. Es zeigte sich eine Proliferation von Tyl-Zellen mit der
Abundanz von oralen Klebsiellen im Kolon assoziiert war (Atarashi et al. 2017), was eine direkte
Beteiligung der oralen Flora an der intestinalen Entziindung nahelegt. Es wurden in der
jingeren Vergangenheit auch andere Erklarungen flr Assoziationen von chronisch-
entzlndlichen Erkrankungen mit Parodontitis beschrieben, wie das Vorliegen gemeinsamer

genetische Risikofaktoren fir rheumatoide Arthritis und Parodontitis (Schulz S et al. 2019) oder
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veranderte parainflammatorische Bedingungen (Schulz J et al. 2019; Schulz 2020)(J. Schulz et
al., 2019).

Es wurde aulRerdem die Firmicutes/Bacteroidetes-Ratio bestimmt. Veranderungen dieser Ratio
spielen eine Rolle bei Untersuchungen der Darmmikrobiota und Alterationen sind
insbesondere bei Ubergewicht beschrieben (Magne et al. 2020) und werden bereits als
Therapieansatz fir Ubergewicht ausgenutzt (Fangmann et al. 2018). In den vorliegenden
subgingivalen Proben zeigten sich Veranderungen, auch im Therapieverlauf und Unterschiede

bei Ubergewicht, die jedoch samtlich hinter dem Signifikanzniveau zuriickblieben.

Insgesamt ist zu diskutieren, ob die klinischen und mikrobiellen Verbesserungen direkt auf die
verabreichte Medikation zurlckzufihren sind, moglicherweise auch durch eine Veranderung
des subgingivalen Mikrofilms, oder auf die Verbesserung der zugrunde liegenden chronisch-
entzlUndlichen Erkrankung. Bislang hat die Behandlung klassischer Entziindungsziele,
einschliefRlich IL-1 und TNF-a, die Erwartungen in der Parodontaltherapie nicht erfillt (Cotti,
Schirru, Acquas, & Usai, 2014).

SchlieRlich ist in Bezug auf die hier vorliegende Arbeit kritisch anzumerken, dass diese Studie
nicht als Fall-Kontroll-Studie angelegt war, sondern eine reine Beobachtung darstellt und somit
unklar ist, inwiefern ahnliche Beobachtungen auch bei gesunden Probanden hatten gemacht

werden konnen.

Die vorliegenden Daten deuten jedoch darauf hin, dass sich die subgingivale Mikrobiota unter
einer gezielten Anti-Zytokin-Therapie grundlegend verandert, was zu einer Verbesserung des

parodontalen Status fihrt.

V.2 Kritik an der Methodik

Bei kritischer Betrachtung der Arbeit ergeben sich vereinzelte Limitationen zur Aussagekraft

der Studie.

Die Studie ist als longitudinale Beobachtungsstudie angelegt gewesen. Weder die Probanden
noch die Durchfihrenden waren verblindet. Aus einer Vielzahl anderer Studien ist bekannt,
dass Probanden, die wissen, dass eine zweite, in diesem Fall zahnarztliche Untersuchung, nach
einem gewissen Zeitraum ansteht, sich - bewusst oder dessen unbewusst - anders verhalten,
als wéren sie zuvor nicht in die Studie eingeschlossen worden. Das beinhaltet die orale Hygiene,

zahnarztliche Besuche, Ernahrung und andere Einflussfaktoren. Ein Hawthorne-Effekt ist
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demnach in dieser Studie denkbar (Kompier 2006; Nguyen et al. 2018). Auch die
Erwartungshaltung der Untersuchenden kann das Ergebnis grundsatzlich beeinflussen. Eine
doppelte Verblindung versucht diesem Effekt in Studien vorzubeugen, wurde in dieser
Beobachtungsstudie jedoch nicht gewahlt. Ein Rosenthal-Effekt ist somit ebenfalls denkbar

(Gardner et al. 2011).

Es erfolgte auRBerdem keine Randomisierung der Probanden, sondern sie erhielten die
individuell beste therapeutische Option. Bei Einschluss in die BFU-Studie wurden Sie, bei
entsprechender Bereitschaft an der Studie teilzunehmen und moglichem Einschluss in die BFU-
ParoSubkohorte auch untersucht. Durch dieses Vorgehen ist grundsatzlich eine Selektionsbias
sowie ein Confounding, also eine Verzerrung durch StorgroRen, moglich. Denkbar ist das
entsprechend besonders beeintrachtige Personen nicht an der Studie teilgenommen haben,
oder die zweite Untersuchung bei genau den Probanden, bei denen die Therapie nicht
anschlug, nicht erfolgte. Auf der anderen Seite ist auch denkbar, dass genau die Probanden, bei
denen ein hoher therapeutischer Erfolg festzustellen war, nicht weiter an der Studie

teilnehmen wollten, da sie sich wieder gesund gefiihlt haben.

Ein weiterer zu diskutierender Punkt ist die eher kleine und heterogene untersuchte Gruppe.
Die Aussagekraft flr einzelne, spezifische Anti-Zytokin Therapien bei den verschiedenen
chronisch inflammatorischen Erkrankungen ist limitiert und die beschriebene Studie somit als

Pilotstudie zu werten.

Es ist zudem zu diskutieren, ob durch das Sondieren, welches in der Studie stets vor der
Entnahme der Sulkusproben erfolgte, Bakterien in einem relevanten Mal§ Gbertragen worden
sein konnten. Studien konnten zeigen, dass eine Ubertragung grundsatzlich moglich, eine
Organisierung und Vermehrung jedoch nicht obligat ist (Christersson et al. 1985; Papaioannou
et al. 1996; Holt et al. 2004). Nichtsdestotrotz kann eine unmittelbare Kontamination der Sulci
somit nicht ausgeschlossen werden. Jedoch wurde bei der Auswertung der Studie darauf
geachtet, dass, sofern moglich und inhaltlich sinnvoll, mit dem Core Measurable Microbiome,
also dem Kernmikrobiom, gerechnet wurde. Hier wurden Bakterien mit einer Abundanz von

mindestens 0,5% und einem Vorkommen in mindestens 40% aller Proben berlcksichtigt.

Zudem mussten vier Probenentnahmen erneut durchgefiihrt werden, da eine Kontamination

mit Blut wahrscheinlich war. Alle vier Proben stammten aus den tiefsten gemessenen Taschen
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und wurden beim zweiten Untersuchungszeitpunkt entnommen. Entsprechend erfolgte die
zusatzliche Probenentnahme jeweils aus der oder einer der nachsttieferen Taschen. Bei der
Entnahme der Proben wurde zudem darauf geachtet, dass keine Kontamination der
Papierspitze auferhalb des Sulkus erfolgte. Da in der Folge mit diesen Proben die
Berechnungen erfolgt sind, ist eine verfalschtes Ergebnis durch die Kontamination mit Blut

nicht auszuschliefRen.

Zudem konnen verschiedene Faktoren einen Einfluss auf das orale, bzw. subgingivale
Mikrobiom haben. Auch die Erndhrung konnte eine wichtige Rolle spielen. Fir das
Darmmikrobiom ist eine direkte Interaktion mit Mikrobiom sowie der Wirtsabwehr
vorbeschrieben (Thaiss et al. 2016). Inwiefern die direkte, lokale Anwesenheit von N&hrstoffen
eine Rolle bei der Wirtsabwehr sowie fiir das parodontale Mikrobiom spielt, ist nicht
abschlielend geklart.

Die gegenseitige Beeinflussung von Wirt und Mikrobiom fir andere inflammatorische
Erkrankungen, wie die rheumatoide Arthritis ist vielfach vorbeschrieben (Honda und Littman
2016; Scher et al. 2016). Wichtig ist hier zu berlcksichtigen, dass es sich um eine bidirektionale

Beeinflussung von Mikrobiom und Wirtsabwehr zu handeln scheint (Zhou J et al. 2017;

Lundmark et al. 2019).

Insbesondere der parodontalpathogene Keim Porphyromonas gingivalis ist dabei in den letzten
Jahren ins Zentrum aktueller Forschung gerlckt (Hajishengallis und Lamont 2014), wobei auch
klar scheint, dass er nicht alleine flr die Parodontitis und seine Folgen verantwortlich ist (He et
al. 2015). Jedoch konnte gezeigt werden, dass er die Polarisierung zu Tul7induziert und damit
den Knochenabbau fordert (Gaffen und Hajishengallis 2008; Miossec und Kolls 2012; Jiao et al.
2013; Zhou J et al. 2017). Zudem fordert er die Ausschittung verschiedener
proinflammatorischer Zytokine wie IL-1B, IL-6 und IL-23 und interagiert somit direkt mit der
Wirtsabwehr (Moutsopoulos et al. 2012; Maekawa et al. 2014). Zudem ist bekannt, dass
chronisch inflammatorische Erkrankungen wie die rheumatoide Arthritis mit einem erhdhten
Risiko fur Parodontitiden einhergehen und sich dies auch an einer veranderten
Zusammensetzung des oralen Mikrobioms zeigt. So treten Prevotella und Selemonas bei einer
rheumatoiden Arthritis vermehrt auf (Graves et al. 2019): Auch hier wird ein enger
Zusammenhang zu IL-17 hergestellt (Graves et al. 2019): Bei der Psoriasis ist ahnliches bekannt.
Hier scheinen Leptotrichia species vermehrt aufzutreten (Langfeldt et al. 2014) und die

Produktion von Zytokinen wie IL-6 und IL-8 zu induzieren (Richter et al. 2018).
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V.3 Fazit

Bisher bestehen vorwiegend symptomatische Ansatze zur Begrenzung der parodontalen
Entzindung. Zur Evaluation neuer Therapieoptionen sollten sowohl entziindliche

Begleiterkrankungen sowie die Therapie derselbigen berUcksichtigt werden.
Insbesondere neue, zielgerichtete Therapien geraten dabei zunehmend in den Fokus.

In dieser Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen der zielgerichteten Anti-Zytokin-
Behandlung von chronisch inflammatorischen Erkrankungen und dem oralen Status bei
Patienten mit chronischen Entziindungskrankheiten gezeigt werden. Darlber hinaus kénnten
Anti-Zytokin-Therapien die Mikrobiom-Diversitadt in der Zahntasche verbessern. Dies kdnnte vor
allem bei Patienten und chronisch inflammatorischen Erkrankungen sowie mit einer erhéhten
Neigung zur Entwicklung einer Parodontitis von Interesse sein. Die Frage, ob Parodontitis eine
systemische Entzindung auslost oder umgekehrt, oder ob es sich eher um eine gegenseitige
Beeinflussung handelt, ist jedoch noch nicht abschlieRend geklart. Weitere Untersuchungen
sind unumganglich, um die Zusammensetzung und den Stoffwechsel des Mikrobioms direkt in
der Zahntasche zu analysieren und um festzustellen, ob die systemische oder lokale
Verabreichung spezifischer Biologika den parodontalen Zustand bei Patienten mit und ohne

chronisch inflammatorische Erkrankungen verbessern kann.
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V  Zusammenfassung

Chronisch inflammatorische Erkrankungen sind mit dem Auftreten von parodontalen
Erkrankungen assoziiert. Jedoch gibt es bisher lediglich wenige Untersuchungen des Einflusses
einer zielgerichteten Anti-Zytokin Therapie auf parodontale Parameter und das parodontale

Mikrobiom, weshalb wir diese ndher untersuchen wollten.

In dieser longitudinalen Beobachtungsstudie wurde der parodontale Status von insgesamt 21
Patienten mit verschiedenen chronisch inflammatorischen Erkrankungen erhoben. AuRerdem
erfolgte die Entnahme von Sulkusflissigkeit zur 16S rRNA Gen Sequenzierung bei diesen

Probanden, vor und 14 Wochen nach Beginn der zielgerichteten Anti-Zytokin Therapie (n=13).

Die Alpha-Diversitat (Shannon) nahm nach 14 Wochen einer zielgerichteten Anti-Zytokin
Therapie in den tiefsten parodontalen Taschen der Probanden signifikant zu (p=0.039). Eine
Verbesserung der klinischen parodontalen Parameter zeigte sich insbesondere bei Probanden,
die zu Beginn der Studie die hohere Anzahl an parodontal vorgeschadigten Zdhnen aufwies. So
sank der Bleeding on Probing Index bei diesen Probanden signifikant (p=0.02) von 19.4 (10.0-
21.0) auf 7.3 (6.9-9.9).

Die vorliegenden Daten zeigen Verdanderungen der Diversitdt des subgingivalen Mikrobioms
sowie eine Verbesserung der parodontalen Parameter im Verlauf der Studie. Weitere Studien
sind notwendig, um herauszufinden, ob die Gabe bestimmter Biologika den parodontalen
Status bei Patienten mit und ohne chronisch inflammatorische Erkrankungen nachhaltig

verandern kann.
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BFU_PA 2016  |[Probanden-Nr.: Datum: ___

Fragebogen

1

Alter:

2

Geschlecht: [m [w

<]

Haben Sie Vorerkrankungen?
Nein []

Ja [
Wenn ja, welche ?:

Mehmen Sie regelméaiig Medikamente ein?
Mein []

Ja [
Wenn ja, welche ?:

Wie viele Zdhne haben Sie? (bitte Zahlenangabe, z.B. 28)

Haben Sie momentan Beschwerden an lhren Zahnen?
Mein []
Ja [
Wenn ja, welche ?:

=]

Ist Inmen von Ihrem Zahnarzt jemals gesagt worden, dass Sie an einer Parodontitis
(Erkrankung des fahnfleisches/Zahnhalteapparates) leiden?

Mein []
Ja [

Wenn ja, wie alt waren Sie?:

Sind in lhrer Familie Parodontitis-Erkrankungen (Erkrankungen des Zahnfleisches/

Zahnhafeapparates) bekannt?
Mein []

Ja [

Wenn ja, bei wem'?:
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BFU_PA_2016

Probanden-Nr.: Datum: __ 7_ [__
- - - T MM

WUrdeI:tlrei Ihnen bereits eine Zahnfleisch-Behandlung durchgefihrt?
Mein

Ja [

Wenn ja, wie off und wann zwletzt?: (z.5. = Mal, istzte Mar vor 3 Jahren)

10

Haben I:lﬁie bereits Zahne dadurch verloren, dass sie wackelig geworden sind?
Mein

Ja [

11

Tragen Sie einen Zahnersatz?
Nein []
Ja O

Wenn ja, welchen?
Festsitzend ] {zB. Kronen. Bracken)

Herausnehmbar [] {z B. Prothesan)

-
K

Rauchen Sie?
Mein [
Ja [

Wenn ja, seit wann?: z5. sst 8 Jahen)

Wie viele Zigaretten rauchen Sie? (=5 8 Zgarsttan am Tag)

13

Haben Sie in lhrem Leben fiir eine bestimmte Zeit geraucht?
Mein []
Ja O
Wenn ja, wie lange?: (8. tor insgssamt 3 Jshrs)

im Alter von bis ., das letzte Mal vor {25 vor 3 Monzlen)

3

.

Wie oft putzen Sie sich die Zdhne? (bitte nur eine zutrefiende Antwort ankreuzen)
Mezhr als 4x taglich |

4x taglich O
3 taglich O
2x taglich O
1x taglich O
weniger, als einmal am Tag [
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BFU_PA_ 2016 |Probanden-Nr.:__ _ = = Diatum: i [
T MM

16| Benutzen Sie etwas Spezielles zur Reinigung der Zahnzwischenraume?
(z.B. sigha Aufistung)

Mein [] jweitsr ab Frage 17)

Ja O

Wenn ja, bitte kreuzen Sie an, weiches Sie benutzen (Mehmachnennungsn moghch):
Zahnseide |
Zahnholzchen O

Zahnzwischenraumbadrsichen [
Munddusche ohne Mundwasser [
Munddusche mit Mundwasser [

16| Wie oft benutzen Sie eines der oben genannten Hilfsmittel?
[

Mehr als 4x taglich

4x taglich O
3x taglich O
2x taglich O
1x taglich O

weniger, als einmal am Tag [

17| Fiihren Sie sich mit der Nahrung Probiotica zu?
Mein []

Ja [

18| Haben Sie das Gefiihl, dass einer lhrer Zahne (oder mehrera), nicht mehr an der
gleichen Stelle stehen, an der sie frilher einmal waren?
Mein []

Ja [

18| Leiden Sie unter Parodontitis?
Mein [

Ja [

Vielen Dank, dass Sie sich die Zeit genommen haben, diesen Fragebogen auszufiillen!

Abbildung 21: Fragebogen der BFU-ParoSubkohorte
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