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Abstrakt/Zusammenfassung I

Abstrakt/Zusammenfassung

Einleitung: Sarkoidose ist eine entzundliche Systemerkrankung mit einer nicht
vollstandig geklarten Atiologie. Es existieren mehrere Hypothesen uber ein aus-
l6sendes Antigen, welches eine Immunreaktion initiiert. Im Vordergrund stehen
dabei mikrobielle Erreger, welche durch vorausgehende Studien als potentielle
Ausl6ser identifiziert wurden. Durch neue Verfahren der Mikrobiomanalyse kon-
nen deutlich breitere Spektren an potentiellen Erregern erfasst werden.

Ziele: Diese Arbeit vergleicht das Mikrobiom von Patienten mit Sarkoidose und
dem von Patienten mit anderen interstitiellen Lungenerkrankungen und hat zum

Ziel, einen mikrobiellen Ausloser der Sarkoidose zu identifizieren.

Methoden: Im Rahmen der PULMOHOM Studie wurden Patienten mit Sarkoi-
dose und anderen interstitiellen Lungenerkrankungen rekrutiert und einer Bron-
choskopie mit bronchoalveolarer Lavage unterzogen. Wichtige klinische Patien-
tendaten, sowie die zellulare Zusammensetzung der bronchoalveolaren Lavage
(BAL) in Bezug auf die Immunzellen wurden zwischen beiden Gruppen vergli-
chen. Die BAL wurde durch Sequenzierung der mikrobiellen 16sRNA Gene und

folgender biostatistischer Auswertung auf Unterschiede im Mikrobiom untersucht.

Ergebnisse: Es zeigten sich wenige signifikante Unterschiede in der zellularen
Zusammensetzung der BAL zwischen beiden Gruppen. Dabei war in der Sarkoi-
dosegruppe ein héherer CD4/CD8 Quotient, sowie ein hdherer Anteil an Alveo-
larmakrophagen, sowie Lymphozyten vorhanden. Jedoch zeigten sich keine sig-
nifikanten Unterschiede des Mikrobioms zwischen Patienten mit Sarkoidose und
anderen interstitiellen Lungenerkrankungen. Der direkte Vergleich verschiedener
Bakterienstdmme mittels Heatmap, sowie der Alpha-Diversitat, Hauptkomponen-
tenanalyse und Korrespondenzanalyse zeigten keine signifikanten Unterschiede.
Eine Betrachtung von Mykobakterien und Propionibakterien zeigte ebenso keine

signifikanten Unterschiede.

Zusammenfassung: Das Mikrobiom der Sarkoidose unterscheidet sich in der

vorliegenden Arbeit nicht von dem anderer interstitiellen Lungenerkrankungen,
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basierend auf einer Sequenzierung der 16sRNA Gene und einer multivarianten
statistischen Auswertung. Hinweise auf eine Beteiligung von Mykobakterien oder
Propionibakterien bei der Genese der Sarkoidose wurden nicht gesehen. Die
Analysen konnten eine mikrobielle Genese der Sarkoidose nicht bekraftigen. Die
aufgefuihrten Daten wiederlegen allerdings auch nicht eine mikrobiologische
Komponente in der Pathogenese der Sarkoidose. Diverse Faktoren, zum Beispiel
der Ort der Materialgewinnung, das Krankheitsstadium oder Komorbiditaten
kénnten das Mikrobiom maf3geblich beeinflussen. Die vorliegenden Daten zeigen
nur einen kleinen Ausschnitt des Gesamtbildes Mikrobiom der Lunge. Gegen-
stand zukunftiger Studien konnte die Untersuchung dieser Faktoren mit ihren
Auswirkungen sein um eine mdglichst standardisierte Herangehensweise bei

Mikrobiomanalysen zu ermdglichen.
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1 Einleitung

1.1 Ubersicht Sarkoidose

Die Sarkoidose ist eine Systemerkrankung, welche charakterisiert ist durch eine
Inflammation mit Manifestation an verschiedensten Organen. Dabei reagieren
Immunzellen mit der Bildung von nicht-verkédsenden Epitheloid- und Riesenzell-
haltigen Granulomen[36]. Die Inflammation beeinflusst die Funktion des betroffe-
nen Organs und kann zum vollstandigen Versagen der Organfunktion fuhren.
Aus epidemiologischer (Inzidenz), sowie klinischer Sicht (akut, chronisch) zeigt
die Erkrankung eine signifikante Variabilitaét. Hohe Raten an Spontanheilungen
bei akuten Verlaufsformen stehen den chronischen Verlaufsformen mit héaufig
fortschreitender Destruktion des betroffenen Organs gegenuber. Eine gezielte
Therapie existiert aufgrund eines unvollstandigen Verstandnis der Pathogenese
noch nicht[36].

1.2 Epidemiologie der Sarkoidose

Die Inzidenz der Sarkoidose ist stark variabel, abhangig von Region, Ethnizitat
und somit von genetischen Faktoren. Die hdchste jahrliche Inzidenz findet man
in nordeuropaischen Landern (5-40 pro 100.000 Einwohner)[28]. In Japan finden
sich niedrigere Inzidenzraten mit 1-2 pro 100.000 Einwohner[28]. Ein Hinweis,
dass die Sarkoidose stark von genetischen Faktoren abhangt zeigt die Unter-
schiedlichkeit der Inzidenz bei dunkelh&utigen Amerikanern im Vergleich zu hell-
hautigen Amerikanern. (35.5/100.000 gegen 10.9/100.000)[28]. AuRerdem pra-
sentieren sich zwei Erkrankungsgipfel, einen im jungen Erwachsenenalter von
20-40 Jahren und einen um das 65. Lebensjahr[36]. Bei jungen Erwachsenen
sieht man haufig einen akuten Verlauf, bei dem die spontane Heilungsrate sehr
hoch ist. Bei alteren Patienten sieht man eher subakute, chronisch-fibrosierende

Verlaufsformen[36].
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1.3 Klinische Manifestation der Sarkoidose

Die Entzundungsreaktion bei Sarkoidose betrifft in circa 90% der Falle die Lunge,
potentiell kann aber jedes Organ bei einer Sarkoidose betroffen sein[22]. Weitere
haufigere Manifestationsorte sind Leber, Milz, Auge, periphere Lymphknoten,
Haut, Herz, zentrales und peripheres Nervensystem[11]. Die haufigsten Symp-
tome bei Befall der Lunge sind Husten, thorakale Schmerzen, Dyspnoe. Die
Spannbreite der Symptomlast prasentiert sich als sehr grof3 und reicht von fast
volliger Symptomfreiheit bis respiratorischer Insuffizienz mit terminalem Lungen-
versagen[11]. Verlaufen kann die Sarkoidose dabei sowohl akut, als auch chro-
nisch, mit der Moglichkeit von einer akuten in eine chronische Form uberzuge-
hen[11]. Bei jungen Erwachsenen sieht man haufig einen akuten Verlauf, bei dem
die spontane Heilungsrate sehr hoch ist. Diese Verlaufsformen spiegeln sich in
den verschiedenen Rontgentypen der Sarkoidose wider. Der haufigste réntgeno-
logische Befund ist dabei Stadium I, die bihilare Lymphadenopathie (Haufigkeit
40%, Remission 70-90%). Stadium Il mit beginnenden Lungeninfiltraten findet
sich in 25 % der Félle (40-70% Remissionsrate). Stadium Il und Stadium IV zei-
gen Lungenparenchyminfiltrate ohne Hiluslymphknotenvergréf3erungen und ein
Fibrosestadium (Haufigkeit 5 — 15 %, Remission 0- 20 %)[11]. Typischerweise
manifestiert sich die akute Sarkoidose auch in Form eines Lofgren Syndroms,
welches charakterisiert ist durch eine bihilare Lymphadenopathie, einem Eryth-

ema nodosum und Sprunggelenksarthritis[30].

Patienten mit einer chronischen Verlaufsform, leiden haufig unter einer progre-
dienten pulmonalen Fibrosierung der Lunge, welche schlie3lich zu einem Organ-
versagen fuhren kann. Analog zu anderen Lungenerkrankungen mit fortschrei-
tender Fibrose bleibt als Therapie schlie3lich nur die Option einer Transplanta-
tion[35].

Aber auch extrapulmonale Manifestationen préasentieren sich klinisch mit einem
breiten Spektrum. Dieses reicht zum Beispiel bei einer kardialen Beteiligung von
asymptomatischen Verlaufen bis hin zu Herzrhythmusstérungen oder dem plotz-
lichen Herztod[11].
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1.4 Diagnostik der Sarkoidose

Die Diagnostik wird heutzutage bei pulmonaler Beteiligung ublicherweise durch
eine Kombination mehrerer Verfahren durchgefuhrt. Es obliegt haufig der klini-
schen Prasentation, also Anamnese und klinische Untersuchung, andere Diag-
nosen mit héherer Wahrscheinlichkeit auszuschliel3en. Weiterhin haben die ra-
diodiagnostischen Verfahren, also RoOntgen-Thorax, Computertomographie
(HighResolution-CT), aber auch Magnetresonanztomographie und Positronen-
Emissions-Tomographie-CT bei extrapulmonalen Manifestationen einen hohen
Stellenwert. Durch die Bronchoskopie mit bronchoalveolarer Lavage (BAL),
transbronchialer Biopsie oder ultraschallgesteuerter Feinnadelaspiration (EBUS-
TBNA) kann die diagnostische Trefferquote auf Giber 90 % gesteigert werden[29].
Eine BAL alleine kann eine Sarkoidose von anderen interstitiellen Lungenerkran-
kungen mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% diskriminieren, wenn der CD4/CD8
Quotient Uber 4:1 liegt und andere Zellpopulationen entsprechend niedrig vor-

handen sind. (Eosinophile < 1 %, verminderte Neutrophilenzahl)[14].

1.5 Immunopathogenese der Sarkoidose

Eine zentrale Stellung in der Pathogenese stellt die Granulombildung dar. Ge-
nauer entstehen bei der Sarkoidose nicht-verkédsende Epitheloidzellgranulome.
Diese sind durch das Vorhandensein von spezialisierten Bindegewebszellen, den
Epitheloidzellen gekennzeichnet. Die Anwesenheit der Epitheloidzellen stellt his-
topathologisch ein diagnostisches Kriterium der Sarkoidose dar, ist allerdings
nicht pathognomonisch. Eine Vielzahl anderer Erkrankungen fuhren ebenfalls zur
Bildung von Granulomen[17]. Weitere histopathologische Kriterien einer Sarkoi-
dose sind Langerhand-Riesenzellen, Lymphozyten, sowie das Fehlen einer zent-
ralen Nekrose in den Granulomen[38]. Granulome bilden sich meistens, wenn
ein Agens nicht vollstandig von Makrophagen eliminiert werden kann[32]. Am
Beginn der Granulombildung steht somit die Aktivierung des Immunsystems, ge-

nauer T-Zellen und Makrophagen, letztere erkennen Uber Pattern-Recognition
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Rezeptoren bestimmte Oberflachenstrukturen (PAMPS). Die aktivierten Makro-
phagen exprimieren folgend Zytokine, z.B. CXCL10, IL-12 und IL18. Diese Zyto-
kine wiederum locken weitere T-Zellen, speziell vom CD4/Th1-Phanotyp an, wel-
che sich durch endogen produziertes IL-2 weiter teilen. Die Sekretion von IL-12
und IL-18 dient dazu, dass sich weiterhin T-Zellen vom CD4/Th1-Typ differenzie-
ren. Diese wiederum exprimieren Interferon-y, TNF-& und GM-CSF. Diese Zyto-
kine fordern dann die Bildung von Aggregaten aus Makrophagen und die Fusion
zu mehrkernigen Riesenzellen. Durch diese Verkettung von Immunreaktionen
entsteht das nicht-nekrotisierende Granulom[41]. Bei der akuten Form der Sar-
koidose kann das Agens innerhalb des Granuloms gebunden und beseitigt wer-
den. Die Immunreaktion wird folgend durch Reduktion von TNF-& deaktiviert. Bei
der chronischen Form zeigt sich eine verminderte sekretorische Aktivitat der Mak-
rophagen. Dies hat eine verminderte Anzahl an T-Lymphozyten zur Folge, was
wiederum die Beseitigung des Agens verhindert. Als Konsequenz zeigt sich eine
fortbestehende Granulombildung mit Aktivierung von Fibrozyten, unter anderem
via IL-10. Diese Fibrozyten férdern dann eine zunehmende Vernarbung der
Lunge[32].

1.6 Genetik der Sarkoidose

Bisher bekannt ist, dass der Entstehung der Sarkoidose eine genetische Dispo-
sition voraus geht. Dabei sind bestimmte Genvarianten der humanen Leukozy-
tenantigene (HLA) und Haupthistokompatibilitdtskomplexe (MHC) hervorzuhe-
ben, welche eine gewisse Empfanglichkeit fur die Entstehung einer Sarkoidose
verursachen. MHC-Klasse | Genkomplexe wie HLA-B7 und HLA-B8 wurden h&u-
fig mit der Erkrankung in Verbindung gebracht[25] [42] . MHC-Klasse || Genkom-
plexe, wie HLA-DRB1, DRB3 werden ebenso mit der Entstehung einer Sarkoi-
dose assoziiert[39]. Neuere Studien haben auch weitere genetische Varianten,
betreffend das BTNL2-Gen[43] und das TNF-Gen[45] als Risikokonstellationen
identifizieren kdnnen. Diese genetischen Varianten beeinflussen die Antigenpra-
sentation (HLA-DR, HLA-B) und Aktivierung von Immunzellen (BTNL2, TNF).
Durch diese genetischen Veranderungen kommt es zu einer nicht adaquaten Im-
munreaktion, welche die Bildung von epitheloid- und riesenzellhaltigen Granulo-

men nach sich zieht.
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Weiterhin zeigt sich in der ersten genomweiten Assoziationsstudie zum Thema
Sarkoidose ein Zusammenhang mit Sarkoidose und dem Annexin A1l Gen auf
Chromosom 10g22.3[27]. Dieses Gen besitzt einen Stellenwert unter anderem
bei der Apoptose und Proliferation von Zellen und scheint ebenfalls eine Rolle

bei Autoimmunerkrankungen zu spielen[27].

1.7 Mikrobiom

Die Ansicht, dass die Lunge ein steriles Milieu darstellt, ist bereits seit einiger Zeit
nicht mehr vertretbar. Vielmehr stellt die Lunge ein Reservoir fur diverse Bakte-
rien dar, welches mit der Umwelt und sich selbst in Interaktion steht[12]. Kultur-
unabhangige Methoden konnten eine Vielzahl von mikrobiellen Erregern in den
unteren Atemwegen nachweisen[13] [19] Es zeigte sich, dass die mikrobielle Zu-
sammensetzung der Lunge einem dynamischen Prozess unterliegt[13]. Aul3er-
dem konnte durch Untersuchungen des Darmmikrobioms konnte bereits der Ein-
fluss der bakteriellen Flora auf bestimmte Erkrankungen, zum Beispiel Clostri-
dium difficile Infektionen, oder andere Erkrankungen gezeigt werden[19]. Daher
stellt sich die Frage, ob auch Veranderungen des Mikrobioms der Lunge an der
Entstehung von Krankheiten beteiligt sind. Bei der Sarkoidose wird schon seit
langerem wird von der Theorie ausgegangen, dass ein tUbertragbares Agens bei
gegebener genetischer Pradisposition eine Sarkoidose auslésen kann. Da von
Fallen berichtet wurde, bei denen durch eine Herztransplantation eines an Sar-
koidose erkrankten Donors, der Spender ebenfalls an einer Sarkoidose er-
krankte[4], liegt der Verdacht eines Ubertragbaren Agens nahe. Grade mikrobielle
Erreger werden schon seit geraumer Zeit zum Kreis der Verdéachtigen gezahilt.
So haben sich im Laufe der Jahre Mykobakterien und Propionibakterien als Puzz-
lestiicke der Pathogenese bei Sarkoidose herauskristallisiert [15] [8] [31]. In meh-
reren Studien konnten Nukleinsauren und Proteine von Mykobakterien aus Pro-
ben von Sarkoidosepatienten isoliert werden[10] Es konnte aul3erdem eine spe-
zifische Immunreaktion von Sarkoidosepatienten im Vergleich zu einer Kontroll-
gruppe nachgewiesen werden. Diese Immunreaktion betrifft B-Zellen und Th-1
Zellen, welche auf mykobakterielle Antigene, z.B. mKatG, ESAT-6, Superoxid-
dismutasen oder Hitzeschockproteine reagieren[7] [33]. Ebenso konnten Nukle-
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insauren und Proteine von Propionibakterien in Lymphknoten von Sarkoidosepa-
tienten identifiziert werden[16]. Als eindeutige Ausloser konnte bisher keiner der
beiden verantwortlich gemacht werden. Viele Versuche einen mikrobiellen Erre-
ger zu finden bedienten sich Verfahren, bei denen nur ein Bruchteil der vorhan-
denen mikrobiellen Flora identifiziert wird[44]. Durch neuere Verfahren, z.B. Next-
Generation sequencing ist es moglich die Gesamtheit an mikrobiellen Erregern
in einer Probe nachzuweisen[1]. Somit kann ein Versuch, nicht nur einzelne Er-
reger ins Visier zu nehmen, sondern das Mikrobiom bei Sarkoidosepatienten mit-
tels 16s rRNA Gen Sequenzierung darzustellen, ein Schritt in Richtung Verstand-
nis der Pathogenese sein. Wie bei anderen Lungenerkrankungen stellt sich auch
die Frage, ob eine pulmonale Sarkoidose mit Veranderungen der mikrobiellen
Flora der Lunge einhergeht. Dies ist zum Beispiel der Fall bei anderen Lungener-
krankungen, wie bei einer chronisch obstruktiven Lungenerkrankung[23]. Auch
konnte gezeigt werden, dass eine Veranderung des Mikrobioms bei Patienten mit
interstitiellen Lungenerkrankungen mit einer Progression der Erkrankung einher-
geht[24]. Veranderungen des Mikrobioms bei Sarkoidose kénnten daher einen

Stellenwert im Verlauf und der Manifestation der Erkrankung haben.

1.8 Analyse von 16s rRNA Genen

Bei Untersuchungen des Mikrobioms wird heutzutage haufig eine Sequenzierung
der 16s rRNA Gene durchgefiihrt. Die 16s rRNA ist Teil des bakteriellen Ribo-
soms und besteht aus unterschiedlichen Regionen, V1-V9. Diese Regionen wei-
sen eine hohe Variabilitat auf, anhand welcher eine Identifikation und Diskrimi-
nierung der Bakterien auf verschiedenen Ebenen der Taxonomie maglich ist[46].
Die Sequenzierung findet dabei haufig mittels Next-Generation-Sequencing statt.
Bei dieser Methode werden viele einzelne Fragmente der rRNA gleichzeitig
amplifiziert und sequenziert, sodass eine grol3e Menge an Material analysiert

werden kann[1].
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2 Fragestellung

Es bestehen Hinweise auf eine mikrobielle Komponente in der Genese der Sar-
koidose, jedoch konnte bisher kein spezifischer Erreger identifiziert werden. Da-
her macht es Sinn das gesamte Mikrobiom bei Sarkoidose mit einer Kontroll-
gruppe zu vergleichen. Dieses kann durch neue Methoden mittels Next-Genera-
tion Sequencing und 16srRNA Gensequenzierung untersucht werden. Aus die-
sem Grund wurde das Mikrobiom bei Sarkoidose und das Mikrobiom anderer in-
terstitieller Lungenerkrankungen bei Patienten der PULMOHOM Studie vergli-
chen. Das Ziel dieser Arbeit war die Darstellung des Mikrobioms bei Sarkoidose
im Vergleich zu anderen interstitiellen Lungenerkrankungen. Dabei wurden bron-
choalveolare Lavagen von Patienten mit Sarkoidose und Patienten mit anderen
interstitiellen Lungenerkrankungen gesammelt. In diesen wurden dann die bak-
teriellen 16s rRNA Gene sequenziert und biostatistisch ausgewertet. Die konkre-
ten Fragestellungen lauten:

Gibt es Unterschiede des Mikrobioms zwischen Patienten mit Sarkoidose und

anderen interstitiellen Lungenerkrankungen?

Gibt es ein spezielles Bakterium, welches bei Patienten mit Sarkoidose gehé&uft

in der Lunge vorhanden ist?

Sind Propionibakterien oder Mykobakterien bei Patienten mit Sarkoidose in der

Lunge zu finden oder gehauft zu finden?
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3  Methodik

3.1. Allgemeiner Studienaufbau

Im Rahmen der PULMOHOM Studie wurde das Mikrobiom einer standardisierten
bronchoalveolaren Lavage von Patienten mit Sarkoidose und anderen interstiti-

ellen Lungenerkrankungen ausgewertet.

Die Materialgewinnung erstreckte sich tber 2 Jahre und 4 Monate von April 2014
bis Juli 2016. In diesem Zeitraum wurden Patienten aus dem ambulanten, sowie
stationaren Bereich der Inneren Medizin V (Klinik fur Pneumologie, Allergologie,
Beatmungs- und Umweltmedizin) des Universitatsklinikums des Saarlandes re-
krutiert, bei denen der Verdacht einer Sarkoidose oder interstitiellen Lungener-
krankung bestand. Die Patienten wurden anhand der vorliegenden Diagnostik
(Anamnese, Kklinische Untersuchung, Radiologie, Labor, Bronchoskopiebefund)
in zwei Gruppen aufgeteilt, eine Untersuchungsgruppe (Arbeitsdiagnose: Sarkoi-
dose) und eine Kontrollgruppe (Arbeitsdiagnose: andere interstitielle Lungener-
krankungen). Einschlusskriterium war die Diagnose einer Sarkoidose oder einer

interstitiellen Lungenerkrankung.
Die Diagnose ,Sarkoidose” wurde gestellt, wenn:

- Eine Lymphknotenbiopsie den histologischen Nachweis von nicht-verka-
senden, epitheloidzelligen Granulomen erbrachte und eine andere Diag-
nose unwahrscheinlich war

- Klinik, radiologischer Befund, CD4/CD8-Quotient pathognomonisch fur
eine Sarkoidose waren und eine andere Diagnose unwahrscheinlich war

Die Diagnose ,interstitielle Lungenerkrankung® wurde gestellt, wenn:

- Klinik, radiologische Kriterien in Zusammenschau mit Histologie die Diag-
nose erbrachten (z.B. IPF, EAA)
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Die Patienten gaben vor der Untersuchung ihr schriftliches Einverstandnis, dass
ein Teil des gewonnenen Materials zu Studienzwecken verwendet werden darf.
Der PULMOHOM Studie wurde von der Ethikkommission der Landesarztekam-

mer des Saarlandes zugestimmt.

3.3. Materialgewinnung

Die Untersuchung wurde im Funktionsbereich Endoskopie der Inneren Medizin
V (Klinik fir Pneumologie, Allergologie, Beatmungs- und Umweltmedizin) des
Universitatsklinikums des Saarlandes durchgefihrt. Der Eingriff wurde von der
zustandigen Oberarztin der Endoskopie mit einem flexiblen Bronchoskop durch-
gefuhrt. Lavagiert wurde standardisiert der Mittellappen, also Segment 4 und 5
der rechten Lunge. Zuerst wurden die Patienten zur Untersuchung sediert. Da-
nach wurde mit dem flexiblen Bronchoskop ein nasaler oder oraler Zugang ge-
wahlt. Im Anschluss wurden Kehlkopf, Trachea und das einsehbare Bronchialys-
tem auf makroskopische Pathologien beurteilt. Nach der Befundung wurde der
Abgang des Mittellappens aufgesucht und nach Erreichen einer Wedge Position
durch einen Arbeitskanal des Bronchoskops ein steriler Lavagekatheter einge-
fuhrt. Im Anschluss wurden 100 ml bis 140 ml einer 0,9 % Kochsalzldsung frakii-
oniert in 20 ml Spritzen eingespult. Nachdem die Flussigkeit im Mittellappen in-

stilliert war, wurde die Kochsalzlésung wieder Gber den Arbeitskanal extrahiert.

Je nach individueller anatomischer Beschaffenheit des Mittellappenabgangs, so-
wie des Mittellappens selbst, wurde ein Rucklauf von 50 % — 55 % im Median
erreicht. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Lavage makroskopisch nicht rot
verfarbt war, da dies ein Hinweis auf eine Blutungsquelle und somit eine Verfal-
schung der Messwerte darstellen kann. Die erste rickgewonnene Portion aus
der BAL wurde verworfen, die Ubrigen rickgewonnenen Proben wurden dann

gepoolt.
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3.4 Primare Verarbeitung der Proben

Nach Gewinnung der BAL wurden 10 ml der gesamten Lavage separiert in ein
15 ml Falcon Réhrchen umgefillt und mittels Zentrifuge in Flussigkeit (BAL-Fluid)
und Zellen (BAL-Zellen) getrennt. Die Zentrifuge (Hettich TYP: Rotixa P 4201)
wurde fur 10 Minuten bei 1200 rpm (= ca. 250 G) und 20 Grad Celsius konfigu-
riert. Nachdem Flussigkeit und Zellen getrennt waren, wurden 12 Mikroreaktions-
gefalRe (E-Cups) per Mirkoliterpipette mit jeweils 750 Mikroliter des BAL-Fluids
beflllt. Die mit Fluid beflllten E-Cups (Aliquots) wurden auf einer FX-96-well
Platte gesammelt. Der Restanteil des zentrifugierten Uberstandes wurde abge-
kippt, sodass nur noch ein schmaler Randsaum an Uberstand im Falcon Rohr-
chen sichtbar war. Der noch vorhandene Bodensatz, wurde mit 200 Mikroliter
BAL-Fluid resuspendiert und in ein weiteres E-Cup gegeben, welches sich auf
einer zweiten FX-96-well Platte befand. Nach dieser Bearbeitung wurden beide
FX-96-well Platten zu einem Gefrierschrank (Panasonic Ultra-Low Temperature
Freezer MDF-U700VX) transportiert. Dort wurden sie in jeweils zwei neue FX-96
Platten umgelagert. Diese neuen Platten waren bereits bei -80 Grad Celsius im
Gefrierschrank gelagert. Diese Trennung von Transport- und Lagerungsboxen
diente dazu, Temperaturschwankungen der Proben weitestgehend zu vermei-

den.

Die maximale Bearbeitungszeit, vom Entnahmezeitpunkt der BAL bis zur Lage-
rung im Gefrierschrank durfte 30 min nicht Uberschreiten. Dies wurde als Aus-
schlusskriterium der Probe festgelegt und diente als Qualitatsmerkmal.

Die FX-96-well Platten, sowie die E-Cups waren bereits vor der Abfillung mit
Barcodes versehen, sodass die Wahrscheinlichkeit einer Verwechslung von Pro-
benmaterial minimiert wurde. Die Barcodes wurden vom Personal einer Bioma-
terialbank generiert und auf die E-Cups, sowie Platten aufgeklebt. Diese Bar-
codes waren auf Listen notiert, jeweils 1x BAL-Fluid und 1x BAL-Zellen. Wahrend
der 10 Minuten dauernden Zentrifugation der Gesamtlavage, wurden die jeweili-

gen Barcodes auf der Liste mit einer ID (LAB-ID) versehen. Diese LAB-ID war flr
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jede Probe und somit auch jeden Patienten einzigartig. Somit konnte eine ein-
deutige Nachverfolgung von Proben und Patientendaten mittels LAB-ID und Bar-

code-Listen erfolgen.

Zur weiteren Absicherung wurde ein Labor-Begleitschein mit der LAB-ID verse-
hen. Auf dem Laborschein waren auRerdem das Datum und der Bearbeitungs-
zeitpunkt notiert. Im Folgenden wurde der Fragebogen, welcher bereits fur die
Basisdaten verwendet wurde ebenfalls mit der LAB-ID versehen. Die gesammel-
ten Daten, inklusive LAB-ID wurden dann in der Open Clinica Datenbank der In-

neren V eingegeben.

3.5 Sekundare Verarbeitung der Proben

Die sekundare Bearbeitung der bei -80 Grad Celsius eingefrorenen Proben er-

folgte, nachdem eine ausreichende Anzahl an Analysematerial vorhanden war.

Die Sequenzierung der BAL-Proben wurde im Institut fir Biowissenschaften Be-
reich Genetik / Epigenetik an der Universitat des Saarlandes vorgenommen. Zu-
vor wurden die Proben an der Universitat Homburg von der Biologin Giovanna
Vella weiterbearbeitet und somit fur die Analyse vorbereitet. Die Vorbereitung
wurde nach Protokoll des ZR Tissue Insect DNA MiniPrep der Firma Zymo Re-

search durchgeflihrt. Die einzelnen Schritte sind im Folgenden aufgezeigt.

1. Das Untersuchungsmaterial wurde in ein ZR BashingBead Lysis Tube um-
gefullt. In dieses Reaktionsgefald wurden 750 ul einer Lyse Flissigkeit hin-
zugegeben.

2. Danach wurden die Proben fur 10 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit
homogenisiert mittels einem Zell Disruptor.

3. Der néchste Schritt bestand im Zentrifugieren der Proben bei 10.000 x g
fur 60 Sekunden.
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4. AnschlieRend wurden 400 pl des Uberstands in ein Zymo-Spin IV Spin
Filter Collection Tube umgefullt und bei 7.000 x g fir 60 Sekunden zentri-
fugiert.

5. Im néachsten Arbeitsschritt wurden 1.200 ul eines Genomlysis Puffers zum
Filtrat aus dem Collection Tube aus Schritt 4 hinzugegeben und dieses
vermischt.

6. 800 ul dieser Mischung wurden dann in ein Zymo-Spin 1IC Column Coll-
ection Tube transferiert und fr 60 Sekunden bei 10.000 x g zentrifugiert.

7. Das nun im Collection Tube vorhandene Filtrat wird verworfen und der
Schritt 6 wird wiederholt.

8. Danach werden 200 ul DNA Pre-Wash Puffer zum Zymo-Spin 1IC Column
in ein neues Collection Tube hinzugeftigt und dieses bei 10.000 x g fur 1
Minute zentrifugiert.

9. Danach werden 500 pl g-DNA Wash Puffer zum Zymo-Spin IIC Column
hinzugeflgt und dieses wiederrum bei 10.000 x g fur 60 Sekunden zentri-
fugiert.

10. Der letzte Arbeitsschritt besteht im Uberfiihren des Materials in ein unbe-
nutztes 1.5 ml E-Cup, der Hinzugabe von 50 yl DNA Elution Puffer und
der Zentrifugation bei 10.000 x g fur 30 Sekunden um die DNA herauszu-
l6sen.

Nach der Vorbereitung des Materials, wurde die DNA Konzentration und Reinheit
photometrisch bemessen (Spektralphotometer: Nanoprop 2000c). Nach dieser
Qualitatskontrolle wurden die Proben sequenziert. Zuerst wurden PCRs von den
V1 und V2 Regionen der 16S rRNA Gene durchgeftihrt (10-50 ng Matritzen, 80
mM Tris-HCL, 20 mM (NH4)2S04, 0.2% Tween-20, 2.5 mM MgClI2, 0.2 mM von
jedem dNTP, 2.5U HotFirePol (Solis BioDyne)), indem 200 pmol von jedem Pri-
mer (forw: 5°-agagtttgatcctggctcag-3°, rev: 5’'tgctgcctccecgtaggagt-3°) an einer lllu-
mia Universaladaptersequenz am 5'-Ende angefuigt wurden. Ebenso wurden von
den V3 und V4 Regionen der 16S rRNA PCRs durchgefuihrt (10-50 ng Matritzen,
80 mM Tris-HCL, 20 mM (NH4)2S04, 0.2% Tween-20, 2.5 mM MgCI2, 0.2 mM
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von jedem dNTP, 2.5U HotFirePol (Solis BioDyne)), indem 200 pmol von jedem
Primer (forw: §’cctacgggnggcwgcag-3°, rev: 5-gactachvgggtatctaatcc-3°) an einer
lllumia Universaladaptersequenz am 5-Ende angefiigt wurden.

Die PCRs wurden in einem Thermocykler in verschiedenen Stufen durchgefuhrt.
Der erst Zyklus mit 95 Grad Celsius fur 15 Minuten, gefolgt von 35 Zyklen bei 95
Grad Celsius fur 1 Minute, dann fir 1 Minute bei 54 Grad Celsius und ein ab-
schlieRender Zyklus mit 72 Grad Celsius fur 5 Minuten. Die Amplifikationen wur-
den anschliel3end gereinigt mit dem Agencourt Ampure XP-Kit (BeckmanCoulter,
Krefeld, Deutschland), verdinnt, zusammengefiihrt und sequenziert. Die Se-
quenzierung (v3 chemistry: 2x300 bp paired-end) wurde mittels lllumina MiSeq
durchgefthrt, dabei nach Anweisung der Herstellerangaben, mit dem Ziel von
50,000 Auslesungen pro Probe. Die Auslesungen wurden anschlieBend in digi-

talisierter Form zusammengetragen und zur statistischen Auswertung verwendet.

3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Rohdaten wurde zusammen mit dem Institut fur
Klinische Bioinformatik der Universitat des Saarlandes von Prof. Andreas Keller
und Valentina Galata Ubernommen. Zuerst wurden ,operational taxonomic units*
(OTUs) fur die erhaltenen Amplifikationen definiert mittels LotuS (version 1.565).
Die erhaltenen OTUs wurden zusatzlich in der BLAST nr/nt Datenbank verglichen
mit Hilfe des Tools BLASTn (version 2.6.0+) und in der NCBI Datenbank mit Hilfe
des Tools EDirect (version 9.50). Jede Amplifikation wurde anhand dieser Daten-
banken gefiltert um Verunreinigungen zu beseitigen. Gefilterte OTUs waren zum
Beispiel OTUs mit der Bezeichnung ,Eukaryot® laut BLAST-Datenbank, oder bei
unter einer Auslesung uber alle nicht-Kontrollproben. Die gefilterten OTUs wur-
den darauf entfernt. Eine Ubersicht der dann noch vorhandenen OTUs wurde mit
dem Tool Krona (version 2.5) erstellt. Fur die statistischen Auswertungen wurden

nur die gefilterten OTUs verwendet.

Fur die Berechnung und Darstellung der Alpha-Diversitat, sowie der Hauptkom-

ponentenanalyse, Korrespondenzanalyse und der Heatmap-Darstellung wurde
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,R“ (R-package ,ampvis2, version 2.3.2, R-package ,ALDEXx2, version 1.8.0) ver-
wendet. Die Alpha-Diversitat zwischen beiden Untersuchungsgruppen wurde mit-
tels des Wilcox-Test (zweiseitig, Konfidenzintervall 0.95) berechnet.

4  Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war die Darstellung von Unterschieden im Mikrobiom zwi-
schen Patienten mit Sarkoidose und Patienten mit anderen interstitiellen Lun-
generkrankungen. Zuerst werden die Patientencharakteristika aufgefuhrt, dann
wird eine Ubersicht aller gemessenen OTUs, zusammengefasst nach Phylum,
aufgefuihrt. Dabei werden die beiden Untersuchungsgruppen noch nicht unter-
schieden. Dann werden die beiden Untersuchungsgruppen bezuglich den hau-
figsten Bakteriengruppen gegenibergestellt. Folgend werden die Alpha-Diversi-
tat und weitere Redundanzanalysen dargestellt. Schlief3lich werden die beiden
Untersuchungsgruppen direkt mit Hilfe einer Heatmap verglichen und zuletzt wird
die Haufigkeit von Mykobakterien und Propionibakterien als quantitativer Ver-
gleich dargestellt. Die Darstellungen zeigen jeweils die Analysen der 16s rRNA

aufgeteilt nach V1 und V2, sowie V3 und V4 Regionen.

4.1 Patientencharakteristika

Das Patientenkollektiv von insgesamt 50 Patienten bestand aus einer Untersu-
chungsgruppe ,Sarkoidose” mit 31 Patienten (62 %) und einer Vergleichsgruppe
Jinterstitielle Lungenerkrankungen®“ mit 19 Patienten (38 %). Jeder Patient wurde
mit Hilfe eines standardisierten Fragebogens (CRF) am Tag der Materialgewin-
nung befragt. In dem CRF wurden anonymisiert Alter, Geschlecht, Grof3e (m),
Gewicht (kg), Ethnische Zugehorigkeit, Raucherstatus, sowie Vorerkrankungen
und die aktuelle Medikation erfasst. Aul3erdem wurden aus dem Klinikinternen

Programm SAP® eine Lungenfunktion (Bodyplethysmographie) und das CRP,
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sowie die Leukozytenzahl erfasst. Die BAL der Patienten wurde aufRerdem zyto-

logisch untersucht, zwecks einer Quantifizierung der enthaltenen Immunzellen.

Sarkoidose interstitielle Lungenerkrankungen p-Wert

Anzahl an Subjekten 31 (62%) 19 (38%) -
Geschlecht

Weiblich 14 8 -

Mannlich 17 11 -
Alter im Median 51 (22-79) 66 (57-82) 0.0003
Raucherstatus

Current-Smoker 7 2 0.06

Ex-Smoker 6 9 0.25

Never-Smoker 18 6 0.05
BMI im Median 27 (17 -37,1) 24,7 (16,8 - 34,9) 0.5
Ethnische Zugehorigkeit

Kaukasisch 27 19 -

Tirkisch 2 0 -

Asiatisch 1 0 -

Tabelle 1: Basisdaten Patientenkollektiv

Bezuglich der Geschlechterverteilung zeigte sich ein nahezu ausgewogenes Ver-
haltnis zwischen méannlichen und weiblichen Patienten, weiblich n=14 vs. mann-
lich n=17 in der Sarkoidosegruppe, ebenso in der Gruppe mit interstitiellen Lun-
generkrankungen, weiblich n=8 vs. ménnlich n=11. In der Sarkoidosegruppe war
ein grofRerer Anteil an Patienten Nie-Raucher n=18, als Raucher oder Ex-Rau-
cher n=13. Beziglich der Ethnizitat zeigten sich hauptsachlich Kaukasier als Un-

tersuchungsgruppe.
Lungenfunktion Sarkoidose interstitielle Lungenerkrankungen p-Wert
FEV1in % 81,5 66,8 0.66
FEV1/VCin % 79,8 85,7 0.02
TLCin| 5,54 4,2 0.26

ERVin | 0,78 0,55 0.89
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RVin | 2,12 1,76 0.60
VCin | 3,34 2,34 0.26

Tabelle 2: Lungenfunktion im Median

Eine lungenfunktionelle Auswertung der Patientengruppen zeigte eine leichte
Verminderung des Tiffeneau-Index in der Sarkoidose Gruppe, was zur obstrukti-
ven Komponente der Sarkoidose passt. In der Patientengruppe mit interstitiellen
Lungenerkrankungen waren eher restriktive Lungenvolumina abgebildet, pas-

send zum Krankheitsbild einer Lungenfibrose.

BAL Sarkoidose interstitielle Lungenerkrankungen p-Wert
Recovery % 50 55 -
Neutrophile % 9 14 0.05
Alveolarmakrophagen % 49 62 0.01
Lymphozyten in % 38 25,5 0.02
Eosinophile in % 1 2 0.19
Basophile in % 0 0 -
CD4/CDS8 Ratio 3,2 0,8 0.03

Tabelle 3: Quantifizierung BAL im Median

Die physiologische Zellverteilung einer BAL ist in der Literatur meistens wie folgt
angegeben: Alveolarmakrophagen: >80%, Lymphozyten <15%, Neutrophile <3
%, Eosinophile < 3%, Basophile < 0.5% und CD4/CD8 Quotient 1,8 - 2,5 (35)

In den Untersuchungsgruppen stellt sich ein lymphozytéares Zellbild dar, wobei
die Sarkoidosegruppe deutlich mehr Lymphozyten in der BAL vorweisen konnte.
Ebenso zeigt sich ein erhéhter CD4/CD8 Quotient in der Gruppe der Sarkoidose

Patienten, passend zum BAL Befund der Sarkoidose.
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4.2 Qualitatskontrolle und Eliminierung von
Hintergrundrauschen

Nach der Sequenzierung wurde die Qualitat der Rohdaten dargestellt. Der Qua-
litatsreport (QC) wurde mit Hilfe des Programmes FastQC durch Erstellung von
FASTQ-Dateien generiert. Eine Zusammenfassung wurde mittels MultiQC er-

stellt.

FastQC: Mean Quality Scores

Phred Score

150 200 250 300
Position (bp)

Abbildung 1: Fast QC - Mean Quality Scores

In dieser Abbildung ist der Qualitatsreport grafisch illustriert. Der Phred Score auf
der y-Achse dargestellt. Dieser beschreibt die Wahrscheinlichkeit einer richtigen

Zuordnung der Basen im Verlauf der Sequenzierung. Es ist ein Score, welcher
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von einer theoretischen Wahrscheinlichkeit eines inkorrekten ,Base-Calls* aus-
geht. Bei einem Wert Uber 30 ist bei einer Wahrscheinlichkeit von 99.9 % von
einer Korrekten Basenzuordnung im Sequenzierungsprozess auszugehen. Bei
einem Wert von 20 nur von einer Wahrscheinlichkeit von 99 %. Die Abbildung 1
zeigt, dass je mehr Basen wahrend des Sequenzierungsprozesses ausgelesen
werden, desto haufiger kommt es zu einer Fehimessung der Basen. Die verwen-
deten Sequenzierungsdaten haben bis zur Basenposition 200 mit einem Phred-
Score von gréfRer als 30 und bis zur Basenposition 250 mit einem Score grol3er

20. Insgesamt ist eine akzeptable bis gute Qualitat der Proben anzunehmen.

4.1 Ubersicht der registrierten OTUs

Die sequenzierten 16sRNA Gene wurden anhand der ,BLAST* Datenbank mit
bereits bekannten Genen von Eukaryonten verglichen und mit dem Tool ,Krona“
im Folgenden zu einer Ubersicht zusammengefasst. Die Bakterien sind dabei auf
der Ebene des Phylums gruppiert. Die Ergebnisse wurden bereits gefiltert und

Stérmessungen aus der Systematik entnommen, wie oben beschrieben.

(LotuS) Phylum

- P

® p__ Acidobacteria

® p__ Actinobacteria

* p__Armatimonadetes

® p__ Bacteroidetes

e p Candidatus Saccharibacteria
® p_ Chlorofiexi

® p__Cyanobacteria/Chloroplast
® p__ Deinococcus-Thermus

® p_ Firmicutes

® p__ Fusobacteria

* p__Proteobacteria

* p__Spirochaetes
p__SR1

* p__Synergistetes

® p_ Tenericutes

Abbildung 2: Alle OTUs und ihre Taxonomie nach Phylum, V1V2
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(LotuS) Phylum
Y P
® p__Acidobacteria
® p_ Actinobacteria

® p_ Bacteroidetes

e p_ Candidatus Saccharibacteria
p__Chlorofiexi
p__Cyanobacteria/Chloroplast
p__Deinococcus-Thermus
p__Firmicutes

p__Fusobacteria

p__Parcubacteria

p__Planctomycetes
® p__ Proteobacteria

*» p__Spirochaetes
p__SR1

* p__Synergistetes

® p__Tenericutes

® p__Verrucomicrobia

Abbildung 3: Alle OTUs und ihre Taxonomie nach Phylum, V3V4

Abbildung 2 und 3 zeigen das jeweilige Phylum der Bakterien unterschieden nach
V1V2 und V3V4 Region der bakteriellen 16sRNA. Es sind beide Untersuchungs-
gruppen in einer Grafik dargestellt. Mittels ,LotuS* wurden verschiedene OTUs
definiert und gruppiert. Diese wurden dann nach BLAST und NCBI Datenbank
gefiltert und zeigen schliellich die verschiedenen Bakterienstamme, z.b. hier am

haufigsten vertreten Fusobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria.

4.2 Vergleich der relativen Haufigkeiten auf Ebene des
Phylums

Nach Darstellung der OTUs, also Bakteriengruppen als Gesamtheit werden nun
beide Gruppen gegenubergestellt. Im Folgenden sind die zehn haufigsten OTUs
in den beiden Untersuchungsgruppen quantitativ ausgewertet. Die beiden Grup-

pen sind jeweils in einer Tabelle gegenubergestellt. Weiterhin wird die relative
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Haufigkeit in einer weiteren Grafik als Boxplot dargestellt. Hier wurde jeweils nach
V1V2 und V3V4 Region der 16sRNA unterschieden.

Relative abundance (median) of filtered OTUs
aggregated by taxa, 10 most abundant categories

Firmicutes -

Bacteroidetes -

Actinobacteria -
Proteobacteria-
Fusobacteria-

Candidatus Saccharibacteria-
Spirochaetes -

Acidobacteria-

Armatimonadetes -

Chiloroflexi-

w
ConroIIIIIIIII w
©0
Sa“:OdOSSIIIIIIIII g
w

Abbildung 4: Relative Haufigkeit nach Phylum, V1V2

Relative abundance (median) of filtered OTUs
aggregated by taxa, 10 most abundant categories

47.3 46.3
Actinobacteria - _
Candidatus Saccharibacteria- _—

Firmicutes -

Control -
Sarcoidosis -

Abbildung 5: Relative Haufigkeit nach Phylum, V3V4
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Abbildung 4 und 5 zeigt, dass jedes Phylum der 10 haufigsten Bakterien sowohl

in der Sarkoidosegruppe, als auch in der Kontrollgruppe vertreten ist. Es zeigt

sich ein relativer Unterschied des Phylum ,Proteobacteria“ mit 16.4 % in V1V2
und 22.3 % in V3V4 der Kontrollgruppe zu 8 % in V1V2 und 12.3 % in V3V4 der
Sarkoidosegruppe. Ebenso zeigt sich ein relativer Unterschied des Phylum ,Bac-

teroidetes” in V1V2 der Sarkoidosegruppe im Vergleich zu 10.8 % in V1V2 der

Kontrollgruppe. Insgesamt also ein Unterschied der Haufigkeiten einzelner Bak-

terienphyla zwischen beiden Untersuchungsgruppen.

Firmicutes 4

Proteobacteria 1

Actinobacteria 1

Bacteroidetes 1

Fusobacteria 1

Candidatus Saccharibacteria 1

Spirochaetes 1

Acidobacteria 1

Chloroflexi 4

Cyanobacteria/Chloroplast -

Relative abundance (median) of filtered OTUs aggregated by
taxa, 10 most abundant categories

Group
] Sarcoidosis

—1 Control
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Abbildung 6: Relative Haufigkeit nach Phylum, V1V2 in Prozent, dargestellt als Kastengrafik
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Relative abundance (median) of filtered OTUs aggregated by
taxa, 10 most abundant categories

Firmicutes 1 ‘7—1——*
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Bacteroidetes 1

Actinobacteria 4 o S—

Proteobacteria 1 EI:'
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Acidobacteria 1 *
Armatimonadetes 1 }
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Abbildung 7: Relative Haufigkeit nach Phylum, V3V4 in Prozent, dargestellt als Kastengrafik

Abbildung 6 und 7 stellt die zehn haufigsten Bakterienstamme in Prozent, geglie-
dert nach Phylum und jeweils im Vergleich beider Untersuchungsgruppen zuei-
nander dar. Wie bereits in Abbildung 4 und 5 beschrieben, ist das Phylum der
,Proteobacteria“ in hoherer Relation in der Kontrollgruppe, als in der Sarkoidose-
gruppe vertreten. Auch zeigt sich der Unterschied im Phylum der ,Bacteroidetes®
in dieser Darstellung erneut. Dieses ist in der Sarkoidosegruppe in hoherer Re-
lation vorhanden, als in der Kontrollgruppe. Insgesamt ist jedes Phylum der Sar-

koidosegrupppe auch in der Kontrollgruppe vorhanden.

4.3 Alpha Diversitat der OTUs

Die Alpha-Diversitat der beiden Gruppen, also die Bakterienvielfalt der beiden
Untersuchungsgruppen werden folgend dargestellt. Die Gesamtheit der re-
gistrierten OTUs ist zunachst gegenibergestellt. Danach werden der Shannon
und Simpson Index gezeigt, welche ein Mal3 fur die Vielfalt der bakteriellen Flora

sind.
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Abbildung 9: Alpha-Diversitat der Region V3V4
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Abbildung 8 und 9 zeigt, von links oben nach rechts unten, zuerst die Gesamtan-
zahl der registrierten OTUs im Vergleich der beiden Untersuchungsgruppen. Da-
bei zeigen sich im Median 155 verschiedene OTUs in der Sarkoidosegruppe im
Vergleich zu 145 OTUs der Kontrollgruppe (V1V2) und 150 OTUs in der Sarkoi-
dosegruppe im Vergleich zu 105 OTUS der Kontrollgruppe (V3V4). Die nachsten
Grafiken stellen die Alpha-Diversitat dar. Hierbei ist zwischen der Sarkoidose-
gruppe und der Kontrollgruppe kein wesentlicher Unterschied zu sehen. Beide
Gruppen weisen eine dhnlich hohe Diversitat beztglich der mikrobiellen Zusam-
mensetzung auf. Der Shannon Index ist 3.5 (Sarkoidose, V1V2) vs. 3.25 (Kon-
trolle, V1V2) und 3.05 (Sarkoidose, V3V4) vs. 2.5 (Kontrolle, V3V4). Ebenso kein
Unterschied des Simpson Index. Dieser ist 0.93 (Sarkoidose, V1V2) vs. 0.93
(Kontrolle, V1V2) und 0.88 (Sarkoidose, V3V4) vs. 0.85 (Kontrolle, V3V4). Der
reziproke Simpson-Index (hier invSimpson) ist 15.5 (Sarkoidose, V1V2) vs. 15
(Kontrolle, V1V2) und 9.5 (Sarkoidose, V3V4) vs. 6 (Kontrolle, V3V4).

4.4 Ordination mittels Hauptkomponentenanalyse und
Korrespondenzanalyse

Um zusatzlich beide Untersuchungsgruppen zu Vergleichen sind beide Untersu-
chungsgruppen mittels Hauptkomponentenanalyse und Korrespondenzanalyse
verglichen worden. Bei der Hauptkomponentenanalyse werden jeweils die re-
gistrierten OTUs des Mikrobiom aus der Sarkoidosegruppe und der Kontroll-
gruppe als lineare Kombination zusammengefasst. Die Varianz der Daten wird
dann als principal components (PC) beschrieben. Dabei werden in der Grafik je-
weils die maximale Varianz und die zweite maximale Varianz dargestellt. Diese
beschreiben in unserem Fall zwischen 39 % - 41,1 % der Varianz. Bei der Kor-
respondenzanalyse werden im Gegensatz zu Hauptkomponentenanalyse die
OTUs nicht als lineare Kombination zusammengefasst, sondern kategorial aus-
gewertet. In einer Grafik beschreiben dann die beiden Achsen jeweils die maxi-

male und die zweite maximale Varianz, in unserem Fall 21,3 % der Varianz.
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Abbildung 11: Korrespondenzanalyse der Region V3V4

Abbildung 10 und 11 zeigt die Korrespondenzanalyse der Regionen V1V2 und
V3V4. Dabei zeigt sich, dass die beiden Vergleichsgruppen in lhrer Ahnlichkeit
des Mikrobioms weitestgehend Ubereinstimmen. Die blauliche Flache (Sarkoi-
dose) Uberschneidet alle roten Punkte (Kontrolle). Lediglich 2 Proben aus der
Kontrollgruppe zeigen sich als Ausreif3er und weisen somit ein unéhnliches Mik-
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robiom auf. Ebenso stellen sich drei Sarkoidoseproben (blau) auf3erhalb der ro-
ten Flache (Kontrolle) dar. Diese haben somit ebenfalls ein unahnliches Mikro-
biom. Der signifikante GroRteil der Proben zeigt jedoch eine Ahnlichkeit.
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Abbildung 13: Hauptkomponentenanalyse der Region V3V4

Abbildung 12 und 13 zeigt die Hauptkomponentenanalyse der Regionen V1V2
und V3V4. Weiterhin stellt sich auch hier eine Ubereinstimmung beider Untersu-
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chungsgruppen dar, wobei die Proben unabhangig von der Untersuchungs-

gruppe eine breite Variabilitat aufweisen, d.h. sie sind nicht so &hnlich gruppiert,

wie in Abbildung 10 und 11.

4.5 Darstellung einer hierarchischen Clusterung mittels

Heatmap

Alle registrierten OTUs wurden im Folgenden mittels einer Heatmap dargestellt.

Sie sind dabei jeweils nach Phylum gruppiert und kénnen in ihrer Haufigkeit mit-

tels Farbcodierung unterschieden werden. Diese Darstellung zeigt sehr gut die

Ahnlichkeit der beiden Untersuchungsgruppen.
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Abbildung 14: Darstellung einer Clusterung nach Klasse mittels Heatmap, V1V2 Sarkoidose
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Abbildung 15: Darstellung einer Clusterung nach Klasse mittels Heatmap, V1V2 Kontrolle

Abbildung 14 und 15 zeigt die gemessenen Bakterien sortiert nach Klasse mittels
Heatmap. Dabei ist eine Legende hinzugeflgt, welche eine Farbskalierung zeigt.
Diese zeigt an, zu wie viel Prozent eine Klasse von Bakterien in einer Probe vor-
handen war. Zum Beispiel zeigt sich fir die ersten beiden Proben in beiden Un-
tesuchungsgruppen (ad3-029; ad1-038), dass diese Proben mit nahezu 100 Pro-
zent durch die Klasse ,Actinobacteria“ besiedelt waren. Insgesamt zeigt die He-
atmap, dass zwischen beiden Untersuchungsgruppe kein wesentlicher Unter-
schied besteht. Vereinzelt zeigen sich Klassen, welche nur in der Sarkoidose-
gruppe vertreten sind (z.B. Negativicutes). Diese sind allerdings nur in 6 von 31
Proben vorhanden. Die Klassen ,Bacilli“, ,Actinobacteria“ und ,Bacteroidia“ sind

in fast allen Proben vertreten.
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Abbildung 16: Darstellung einer Clusterung nach Klasse mittels Heatmap, V3V4 Sarkoidose
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Abbildung 17: Darstellung einer Clusterung nach Klasse mittels Heatmap, V3V4 Kontrolle
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Abbildung 16 und 17 zeigt die registrierten Bakterien nach 16s rRNA Region

V3V4 in den beiden Untersuchungsgruppen, sortiert nach Klasse mittels Heat-

map visualisiert. Analog zu Abbildung 12 und 13 zeigt sich kein wesentlicher

Unterschied der beiden Untersuchungsgruppen.
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Abbildung 18: Darstellung einer Clusterung nach Phylum mittels Heatmap, V1V2 Sarkoidose
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Abbildung 19: Darstellung einer Clusterung nach Phylum mittels Heatmap, V1V2 Kontrolle

Abbildung 18 und 19 zeigt das jeweilige registrierte Phylum der Region V1V2,
dargestellt mittels Heatmap nach relativer Haufigkeit. Es fallt auf, dass die Phyla
,Firmicutes®, ,Actinobacteria“, ,Proteobacteria“ und ,Bacteroidetes® in der Sarkoi-
dosegruppe, sowie in der Kontrollgruppe vertreten sind. Es lasst sich kein signi-
fikanter Unterschied zwischen den Beiden Untersuchungsgruppen feststellen.
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Abbildung 21: Darstellung einer Clusterung nach Phylum mittels Heatmap, V3V4 Kontrolle
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Abbildung 20 und 21 zeigt analog zu Abbildung 16 und 17 die Phyla mittels He-
atmap, jedoch bei Betrachtung der variablen Regionen V3V4 der 16s rRNA. Hier-
bei stellt sich das Phylum der ,Bacteroidetes” als etwas haufiger in der Sarkoido-
segruppe, als in der Kontrollgruppe dar. Insgesamt ist jedoch jedes Phylum der
Sarkoidosegruppe auch in der Kontrollgruppe vertreten, sodass sich kein wesent-
licher Unterschied der beiden Untersuchungsgruppen in Bezug auf das Phylum

zeigt.

4.6. Spezifische Analyse der Taxa ,Mycobacterium® und
~Propionibacterium®

Da Mykobakterien, sowie Propionibakterien als mogliche Ausloser einer Sarkoi-
dose diskutiert werden, sind im Folgenden diese beiden Bakteriengruppen auf-

gefuhrt. Die beiden Gruppen sind jeweils getrennt in separaten Grafiken darge-

stellt.
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Abbildung 22: Relative Haufigkeit von Mykobakterien in beiden Vergleichsgruppen, V1V2
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Abbildung 23: Relative Haufigkeit von Mykobakterien in beiden Vergleichsgruppen, V3V4

Abbildung 22 und 23 zeigt die relativen Haufigkeiten von Mykobakterien in beiden
Vergleichsgruppen. Dabei sieht man, dass Mykobakterien in der Sarkoidos-
gruppe noch in der Kontrollgruppe in einer signifikanten Anzahl vertreten sind.

Lediglich in 2 Proben der Sarkoidosegruppe lassen sich Mykobakterien nachwei-
sen.
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Abbildung 24: Relative Haufigkeit von Propionibakterien in beiden Vergleichsgruppen, V1V2
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Abbildung 25: Relative Haufigkeit von Propionibakterien in beiden Vergleichsgruppen, V3V4
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Abbildung 24 und 25 zeigt die relativen Haufigkeiten von Propionibakterien in
beiden Vergleichsgruppen. Dabei zeigt eine Haufigkeit der Propionibakterien von
unter 5 % (V1V2) bzw. unter 1 % (V3V4). Hierbei also ebenfalls kein gehéauftes
Auftreten von Propionibakterien in beiden Gruppen.
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war der Vergleich des Mikrobioms zwischen Patien-
ten mit Sarkoidose und mit anderen interstitiellen Lungenerkrankungen und somit
der Identifikation eines eventuellen athiologischen Agens der Sarkoidose. Die Er-
gebnisse der Analysen lassen keinen Unterschied bezlglich des Mikrobioms zwi-
schen beiden Untersuchungsgruppen erkennen. Die klinischen Patientencharak-
teristika unterschieden sich lediglich signifikant hinsichtlich des Alters der Patien-
ten. Sarkoidosepatienten waren etwas jiunger, als Patienten mit einer anderen
interstitiellen Lungenerkrankung. Ebenfalls konnte ein signifikanter Unterschied
in der Zusammensetzung der BAL gesehen werden, wobei sich die Anzahl an
Alveolarmakrophagen, Lymphozyten und der CD4/CD8 Quotient unterschieden.
Das Mikrobiom wurde mittels Sequenzierung der 16sRNA Gene analysiert. Die
Gene, welche fur die bakterielle 16sRNA kodieren wurden in ihrer Gesamtheit
sequenziert und statistisch mit einer Datenbank verglichen. Anhand dieser Da-
tenbank wurden die Sequenzierungsergebnisse einer bestimmten Bakterien-
gruppe zugeordnet und gruppiert. In der direkten Darstellung der haufigsten Bak-
teriengruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Unter-
suchungsgruppen. Die Untersuchung der Alpha-Diversitat errechnet mittels
Shannon-Index und Simpson-Index, zeigte keine signifikanten Unterschiede in
der mikrobiellen Vielfalt beider Untersuchungsgruppen. Auch ein weiterer Ver-
gleich zwischen beiden Gruppen mittels multivarianter statistischer Analyse
zeigte keinen signifikanten Unterschied. Die Hauptkomponentenanalysen, als
auch die Korrespondenzanalysen unterschieden sich nicht in beiden Gruppen. In
einer detaillierten Gegenulberstellung mittel ,Heatmap“ konnten ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede gesehen werden, die auf ein verandertes Mikrobiom
zwischen Sarkoidose und anderen interstitiellen Lungenerkrankungen hinwei-
sen. Schlie3lich wurden spezielle bakterielle Erreger néher betrachtet. Dabei
konnte weder fir Mykobakterien noch fur Propionibakterien ein Hinweis auf eine
relevante Rolle bei der Sarkoidose festgestellt werden. Mykobakterien liel3en sich
in der Sarkoidosegruppe nicht signifikant nachweisen. Propionibakterien waren
nicht signifikant seltener in der Sarkoidosegruppe, als in der Kontrollgruppe vor-

handen.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich mit anderen Studien auf die-
sem Gebiet in Einklang bringen. Seit dem Einsatz von neuen Sequenzierungs-
methoden wurden einige andere Studien zum Thema Mikrobiom und Sarkoidose
durchgefihrt. In der Mehrzahl der Féalle kommen die Autoren der Studie zu &hn-
lichen Ergebnissen wie in der vorliegenden Arbeit. Es lassen sich keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen Sarkoidosepatienten und Patienten mit anderen
Lungenerkrankungen oder Gesunden finden. Ein mikrobieller Ausldser lief3 sich
in den meisten Studien nicht nachweisen[9] [40] [21]. In einer &hnlichen Studie
wurde das Mikrobiom von Patienten mit rheumatoider Arthritis, Sarkoidose und
einer Gruppe von gesunden Probanden verglichen. Dabei wurden BAL von Pati-
enten gewonnen und mittels 16sRNA Gensequenzierung analysiert. In dieser
Studie konnte eine Ahnlichkeit in der Vielfalt zwischen dem Mikrobiom der RA
und Sarkoidose festgestellt werden. Im Vergleich dazu war das Mikrobiom von
gesunden Probanden weniger divers. Ein mikrobieller Ausléser der Sarkoidose
wurde nicht gefunden[40]. Eine weitere Studie vergleicht das Mikrobiom (gewon-
nen mittels BAL) zwischen Patienten mit Sarkoidose, interstitiellen Lungener-
krankungen, Pneumocystis Pneumonie und einer gesunden Kontrollgruppe. Die
Proben wurden ebenfalls mittels 16sRNA Gensequenzierung analysiert. In dieser
Studie konnten keine Unterschiede in der Komposition des Mikrobioms zwischen
den funf Gruppen festgestellt werden[21]. Weiterhin wurden in einer Studie ver-
schiedene Proben von Sarkoidosepatienten (unter anderem Lymphknoten und
BAL) mit einer Kontrollgruppe verglichen. Dabei zeigten sich nach Korrektur von
falsch positiven Untersuchungsbefunden ebenfalls keine signifikanten Unter-
schiede zwischen beiden Untersuchungsgruppen[9]. Lediglich eine Studie
konnte einen signifikanten Unterschied im Mikrobiom von Patienten mit Sarkoi-
dose und gesunden Probanden feststellen. Dabei wurden in BAL von Patienten
mit Sarkoidose ein haufigeres Vorkommen der Bakterienspezies Atopobium spp.
und Fusobacterium spp. Dabei waren genannte Bakterienspezies insgesamt
haufiger in der Sarkoidoseproben, als auch abhangig vom Stadium der Sarkoi-
dose[48].

Weiterhin wurde in der vorliegenden Studie speziell nach der Anwesenheit von
Mykobakterien und Propionibakterien gesucht, sowie deren relative Haufigkeit in
den Proben. Weder Propionibakterien, noch Mykobakterien wurden in der Sar-

koidosegruppe gehauft nachgewiesen. In diversen anderen Studien wurde der
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Versuch eines Nachweises von Mykobakterien, sowie Propionibakterien bei Sar-
koidosepatienten unternommen, dabei konnte allerdings kein eindeutiges Ergeb-
nis erzielt werden. Es liegen Daten vor, die ein gehauftes Vorkommen von My-
kobakterien oder Propionibakterien bei Sarkoidosepatienten unterstitzen und
welche, die dies nicht bestatigen[3] [37] [2]. Eine Ursache kénnte darin bestehen,
dass weder Propionibakterien noch Mykobakterien eine direkte Infektion, son-
dern eher bakterielle Bestandteile eine inadaquate Immunreaktion verursachen.
Hinweise darauf gibt es in einigen Studien[9] [7] [34]. Es wurde aulRerdem eine
fehlgesteuerte Immunreaktion des Toll-like Rezeptors 2 mit der Pathogenese ei-
ner Sarkoidose in Verbindung gebracht[20]. Welche Rolle die bakteriellen Be-
standteile dabei genau in der Pathogenese spielen ist jedoch unklar. Eine Hypo-
these ist, dass eine nicht vollstandige Beseitigung dieser bakteriellen Bestand-
teile zur persistierenden Bildung von Granulomen und einer Entziindungsreak-

tion fuhrt.

Die wesentlichen Bakterienspezies, welche in der vorliegenden Studie gefunden
wurden waren Firmicutes, Proteobacteria, Acinetobacter, Bacteroidetes, Fusoba-
ceriales und Spirochaetales. Dabei handelt es sich um die haufigsten Bakterien-
gruppen bei Patienten mit einer Sarkoidose oder einer interstitiellen Lungener-
krankung. Aber auch bei gesunden Patienten konnten diese Bakteriengruppen in
einer Studie nachgewiesen werden, wobei die methodischen Verfahren in der
Studie sich wesentlich von den vorliegenden unterscheiden[47].

Da eine Vielzahl an Patienten mit Sarkoidose eine Beteiligung der Lunge vorwei-
sen und eine bronchoalveoléare Lavage ein wichtiger Bestandteil der Diagnose-
findung einer Sarkoidose ist[29], stellt die BAL ein probates Mittel fur Mikrobiom-
analysen dar. Dies konnte ebenfalls mittels einer Studie zum pulmonalen Mikro-
biom gezeigt werden, in welcher das Mikrobiom bei Asthma Patienten analysiert
wurde[26]. Die Gewinnung von reprasentativem Material aus der Lunge hangt
allerdings auch mit dem Verfahren und dem Ort der Erkrankung ab[9]. In voraus-
gegangenen Studien zum Mikrobiom konnte gezeigt werden, dass sich das Mik-
robiom der oberen Atemwege und der unteren Atemwege nicht strikt unterteilen
lasst[5]. Es wurde aul3erdem gezeigt, dass ein nicht unerheblicher Anteil an Bak-
terien via Bronchoskop in die unteren Atemwege eingebracht wird[6]. Daher ist
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es wohl denkbar, dass das Mikrobiom der Lunge in der vorliegenden Studie durch

das Mikrobiom der oberen Atemwege verunreinigt wurde.

AulRerdem konnte gezeigt werden, dass sich bei bestimmten Erkrankungen, zum
Beispiel bei einer schweren chronisch obstruktiven Lungenerkrankung, das Mik-
robiom innerhalb der Lunge divergiert. Verschiedene Areale der Lunge wiesen
dabei eine unterschiedliche mikrobielle Zusammensetzung auf[18]. Eine standar-
disierte Mittellappenlavage kdonnte daher kein probates Mittel sein, wenn es um
die Beurteilung des gesamten Mikrobioms der Lunge geht. Mdglicherweise kann
in zukinftigen Studien eine Mikrobiomanalyse der gesamten Lunge durchgefthrt

werden, zum Beispiel an explantierten Lungen nach einer Lungentransplantation.

Verglichen wurde eine Gruppe von Patienten mit der Diagnose Sarkoidose und
eine Gruppe von Patienten mit interstitiellen Lungenerkrankungen. Die Gruppe
der interstitiellen Lungenerkrankungen bestand aus einer sehr heterogenen
Gruppe an Krankheitsbildern mit teilweise geringer Fallzahl (Idopathisch pulmo-
nale Fibrose, exogen allergische Alveolitis, Autoimmunerkrankungen mit intersti-
tieller Lungenbeteiligung). Unterschiede in beiden Gruppen kénnten dadurch we-
niger signifikant ausfallen. Somit wirde ein Unterschied der beiden Gruppen Sar-
koidose und interstitielle Lungenerkrankung nicht auffallen. Des Weiteren ware
eine ,gesunde” Vergleichsgruppe bei der Fragestellung eines spezifischen Agens
der Sarkoidose eine Erganzung gewesen. Dies liel3 sich allerdings aufgrund ethi-

scher Aspekte nicht realisieren.

Die Sarkoidosepatienten, welche in der vorliegenden Studie untersucht wurden,
zeigten unterschiedliche Stadien und Verlaufsformen ihrer Erkrankung. Ein Teil
der Patienten wurde in einem akuten Stadium lavagiert, wahrend ein anderer Teil
in einem chronischen Stadium untersucht wurde. Der Groliteil an Patienten
wurde im akuten Stadium lavagiert, wobei sich in diesem Stadium noch keine
strukturelle Veranderung der Lunge im Sinne einer Fibrosierung zeigte. Der weit-
aus kleinere Teil an Untersuchungsmaterial wurde von Patienten mit einer chro-
nischen Sarkoidose gewonnen. Vorstellbar ware eine Veranderung des Mikrobi-
oms wahrend unterschiedlichen Stadien der Sarkoidose. Eine zunehmende Fib-
rosierung kénnte somit auch eine zunehmende Immunschwéche und Zunahme

von pathogenen Keimen bedeuten. Eine Unterscheidung der zwischen Patienten



5 Diskussion 47

mit akuter und chronischer Sarkoidose war allerdings in der vorliegenden Studie

nicht moglich aufgrund der geringen Fallzahl an Patienten.

Das Thema Mikrobiom und Anderungen des Mikrobioms bei bestimmten Erkran-
kungen ist aus aktueller Sicht noch sehr untbersichtlich und komplex. Fragestel-
lungen, wie die Definition eines ,gesunden Mikrobioms®, falls dieses in der Form
existiert, oder die geeignete Methode zur Untersuchung des Mikrobioms der

Lunge sollten die Grundlagen weiterer Studien sein.

Ein weiterer Aspekt sind epidemiologische Unterschiede, da diese bei der Sar-
koidse bezlglich der Pathogenese eine prominente Rolle spielen. In Zukunft
konnte das Mikrobiom bei Sarkoidose auch auf Unterschiede zwischen verschie-
denen ethnischen Gruppen, aber auch geographischen Differenzen untersucht
werden. In der vorliegenden Studie wurden hauptsachlich Patienten mit kaukasi-

schem Ursprung untersucht.

Insgesamt lasst sich mit den vorliegenden Ergebnissen festhalten, dass das sich
keine Unterschiede im Mikrobiom zwischen Patienten mit Sarkoidose und in-
terstitiellen Lungenerkrankungen feststellen lassen. Die Methoden zur Untersu-
chung des Mikrobioms, als auch das grundlegende Verstandnis des Mikrobioms

in der Pathogenese von Lungenerkrankungen bedurfen weiterer Studien.
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