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Zusammenfassung

Die chronisch nichtbakterielle Osteomyelitis (CNO) ist eine seltene autoinflammatorische
Erkrankung des Knochens. Das klinische Bild der Erkrankung ist variabel, wobei Schmerzen
und Osteoddem im MRT die Haupt-Charakteristika der Erkrankung darstellen. Die genaue
Pathophysiologie ist bisher groBtenteils ungekldrt. Die Aktivierung des angeborenen
Immunsystems und die Uberexpression von IL-1B scheinen eine zentrale Rolle zu spielen.
Ziel der Arbeit ist es, mogliche Verdnderungen des Mikrobioms bei der CNO zu detektieren.
Wihrend bei anderen rheumatischen Erkrankungen, sowohl bei Kindern als auch bei
Erwachsenen, erste Hinweise auf den Einfluss des Mikrobioms bei der Krankheitsentstehung
und Therapie vorliegen, existieren flir die CNO bisher keine humanen Daten zum
Mikrobiom.

Es wurden 20 Patienten (12 ménnlich, 8 weiblich, zwischen 3-13 Jahren) mit einem mittleren
Alter von 10,3 Jahren untersucht. Zusatzlich wurden 36 Kontrollen untersucht. Dazu wurden
Abstriche von zwei unterschiedlichen Stellen im Mund (Mitte und linke Seite der Zunge) zu
zwei unterschiedlichen Zeitpunkten entnommen. Die Proben wurden mittels 16s r-RNA
Sequenzierung untersucht: Die V4 Region der 16s Ribosomen-RNA wurde mittels PCR mit
V4 spezifischen Primern amplifiziert, hiernach eine limitierte Zyklus-Amplifikation
durchgefiihrt und in der Folge sequenziert. Mithilfe der Software ,,Qiime2“ wurden alpha-
und beta-Diversitdten berechnet.

Medikamenten-Gabe (meist nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR)) hat einen
signifikanten Einfluss auf das Mikrobiom (p <0,02). Es zeigte sich auBlerdem ein
signifikanter Unterschied zwischen den Patienten im Alter von 3-8 Jahren und 9-14 Jahren.
Geschlecht und Erkrankungsaktivitit zeigten bei der kleinen untersuchten Kohorte keinen
signifikanten Einfluss auf das Mikrobiom. Ein weiterer signifikanter Unterschied zeigte sich
zwischen den unterschiedlichen Abstrich-Orten (p <0,01).

Die vorliegende Arbeit zum Stellenwert des oralen Mikrobioms bei der CNO liefert erste
Hinweise, dass Medikamente, die zur Behandlung der CNO eingesetzt werden, das
Mikrobiom beeinflussen zu scheinen. Ebenso wird das Mikrobiom durch unterschiedliche

Abstrich-Orte verandert.



Summary

Chronic nonbacterial osteomyelitis (CNO) is a rare autoinflammatory bone disease. The
disease’s clinical presentation is diverse, with pain and osteoedema on MRI being the main
characteristics. The exact pathophysiology remains largely unexplained. The activation of
the innate immune system and release of IL-1B appear to play a central role. The objective
of this study is to detect possible alterations of the microbiome in CNO. Whereas data on
other child and adult rheumatic diseases show initial evidence for the influence of the
microbiome regarding disease development and therapy, no human based data on the

microbiome in CNO exist so far.

Twenty patients (12 male, 8 female, aged 3-13 years) with a mean age of 10.3 years were
studied. In addition, 36 controls were examined. For this purpose, swabs were taken from
two different sites in the mouth (center and left side of the tongue) at two different time
points. The samples were analyzed by 16s r-RNA sequencing: The V4 region of 16s
ribosomal RNA was amplified by PCR using V4 specific primers, followed by limited cycle
amplification and subsequent sequencing. Using the software "Qiime2", alpha and beta

diversities were calculated.

Drug administration (mostly NSAID) has a significant effect on the microbiome (p < 0.02).
There was also a significant difference between patients aged 3-8 years and 9-14 years.
Moreover, a significant difference was revealed between the various swab locations (p <
0.01). However, gender and disease activity showed no significant influence on the

microbiome.

The present work on the role of the oral microbiome in CNO provides preliminary evidence.
Drugs, especially non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) seem to affect the

microbiome. Also, the microbiome is altered by different swab locations.
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Abkurzungsverzeichnis

AP Alkalische Phosphatase

BSG Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit

COG Clusters of Orthologous Groups

CNO Chronisch nichtbakterielle Osteomyelitis

CRMO Chronisch rekurrierende multifokale Osteomyelitis
CRP C-reaktives Protein

CT Computertomographie

DIRA Defizienz des Interleukin 1-Rezeptor-Antagonisten
gamma-GT Gamma-Glutamyl-Transferase

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase

GPT Glutamat-Pyruvat-Transamniase

HHU Heinrich-Heine-Universitat

IL Interleukin

JIA Juvenile idiopathische Arthritis

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

LPIN2 Lipin 2

MRT Magnetresonanztomographie

NF-kB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
NSAID Non-steroidal anti-inflammatory drugs

NSAR Nicht-steroidale Antirheumatika

OoTuU Operational taxonomic unit

pd Phylogenetic diversity

PICRUSt Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States
PCR Polymerasekettenreaktion

PPP Palmoplantare Pustulose

Pstpip2 Proline-Serine-Threonine Phosphatase Interacting Protein 2
QIIME Quantitative Insights Into Microbial Ecology

RANKL Receptor activator of nuclear factor-kappaB ligand
Rfam RNA sequence families

rpm Revolutions per minute

16s rRNA 16 Svedberg ribosomale Ribonukleinsaure

SAA Serum Amyloid A

SAPHO Synovitis - Akne - Pustulosis - Hyperostose - Osteitis
sOTU Sub-operational taxonomic unit

TNF Tumornekrosefaktor
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1 Einleitung

1.1 Chronisch nichtbakterielle Osteomyelitis

Die chronische nichtbakterielle Osteomyelitis ist eine seltene autoinflammatorische
Erkrankung des Knochens und des Knochenmarks. Leitsymptom der Erkrankung sind
Schmerzen durch Entziindungen im Knochen. Diese konnen uni- und multifokal auftreten.
Als Korrelat und diagnostisches Zeichen der Inflammation am Knochen gelten die in der

MRT nachweisbaren Osteoddeme. [1]

Die Erkrankung wurde erstmalig 1972 von Giedion et al. an einer Kohorte von 4 Kindern
mit symmetrischen osteolytischen Lésionen beschrieben [2]. Wihrend Giedieon et al.
vorwiegend die radiologischen Auffélligkeiten herausarbeitete, wurden 1978 von Bjorkstén
et al. zusdtzlich auch klinische und laborchemische Auffilligkeiten von 9 weiteren Patienten
beschrieben. Hier standen vor allem wiederkehrende Symptome (Fieber, Schwellung,
Schmerzen und teilweise palmoplantare Pustulose) im Wechsel mit Phasen von
Symptomfreiheit im Vordergrund. Daraus entstand der Vorschlag fiir den Namen der
chronisch rekurrierenden multifokalen Osteomyelitis (CRMO). Weitere Bezeichnungen sind
nichtbakterielle Osteomyelitis (NBO) oder chronisch nichtbakterielle Osteomyelitis (CNO).
Laborchemisch zeigten sich, auler einer erhohten BSG, keine spezifischen Laborwerte. Es
zeigte sich ein unzureichendes Ansprechen auf eine antibiotische Therapie, sodass ein

infektioses Geschehen als Ursache ausgeschlossen wurde. [3]
1.1.1 Symptome

Typisches Leitsymptom der Erkrankung sind wiederkehrende Schmerzen an den betroffenen
Stellen. Der Schmerz tritt verstdrkt nachts auf. Teilweise treten auch Schwellung, Rétung
und Uberwirmung an den betroffenen Stellen auf. Selten geht die Erkrankung mit
subfebrilen Temperaturen und Fieber einher. Oft zeigt sich eine systemisch nur geringgradig
ausgeprigte humorale Entziindungsreaktion; teilweise verlaufen die Entziindungen auch

asymptomatisch. Wenn Gelenke mitbetroffen sind, kann es zu einer schmerzhaften



Bewegungseinschrinkung kommen. Die Erkrankung tritt in den meisten Féllen multifokal

auf und oft zeigen sich symmetrische Lésionen. [4-7]

Am hiufigsten sind bei der CNO die Meta- und Epiphysen der langen Réhrenknochen
betroffen, meist distale und proximale Tibia, Femur, Humerus und Clavicula. Hiufig finden
sich auch Entziindungen im Bereich der Wirbelsdule, an der Schulter oder der Hiifte und

selten ist auch der Kiefer betroffen. [5, 8, 9]

Das typische Erkrankungsalter liegt zwischen dem 7. und 12. Lebensjahr [5, 10]. Méadchen
sind doppelt so hdufig wie Jungen betroffen. Die Inzidenz der CNO lag bei einer
deutschlandweiten Studie von Jansson et al. bei 0,4/100.000 Kindern. In dieser Studie
wurden in den Jahren 2006 bis 2008 Daten von 148 Patienten mit CNO ausgewertet. Hier
zeigte sich eine Kohorte mit den klassischen Charakteristika der CNO: Bei Diagnosestellung
zeigte liber die Hélfte der Patienten keine Allgemeinsymptome, nur selten zeigten sich
Fieber, Appetitlosigkeit, vergroBerte Lymphkonten und Gewichtsverlust. 34% der Patienten
zeigen ein unifokales Auftreten, bei dem Rest der Patienten lagen multiple Knochenldsionen

vor. [11]
1.1.2 Komplikationen

Als typische Komplikation der Erkrankung treten, besonders an der Wirbelséule,
pathologische Frakturen auf. Durch die Entziindungen kann es auBlerdem zu
Wachstumsdeformierungen, speziell im Bereich der Beine, der Clavicula und der
Wirbelsdule, kommen. So zdhlen Kyphosen oder Bein-Liangen-Differenz zu den héufigen

Komplikationen der CNO. [7, 12]
1.1.3 Assoziierte Erkrankungen

Ahnlich wie beim SAPHO-Syndrom (Synovitis-Akne-Pustulose-Hyperostose-Osteitis-
Syndrom) bei Erwachsenen ist auch die CNO mit einigen, vorwiegend autoimmunen
Erkrankungen, assoziiert. Haufig tritt die CNO bei Patienten mit Morbus Crohn, Colitis
ulcerosa oder Psoriasis vulgaris auf. Weitere assoziierte Hauterkrankungen sind Akne oder
palmoplantare Pustulose. Zusétzlich zu der Entziindung im Knochen kann es auch zu einer

Entziindung der Gelenke in Form einer Arthritis kommen. [8, 11, 13]
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Die genannten assoziierten Erkrankungen treten hdufig auch bei nahen Verwandten der
Patienten auf. In ca. 50% der Fille leidet ein Familienmitglied ersten oder zweiten Grades an
einer autoimmunen Erkrankung, wie Psoriasis oder chronisch entziindlicher

Darmerkrankung. [4, 12, 14, 15]
1.1.4 Atiologie und Pathophysiologie

Die genaue Atiologie und Pathophysiologie sind bis heute weitestgehend ungeklirt.
Anfanglich wurde der Erkrankung eine infektiose Ursache zugeschrieben, da bei einzelnen
Patienten Propionibacterium acnes nachgewiesen werden konnte [16]. Bei unzureichendem
Ansprechen auf eine antibiotische Therapie und vermehrtem Nachweis von sterilen

Knochenlédsionen wurde diese Hypothese verworfen [17].

Nach heutiger Auffassung steht die Imbalance zwischen pro- und anti-inflammatorischen

Zytokinen im Mittelpunkt der Krankheitsentstehung:

Hofmann et al. konnten zeigen, dass Monozyten von Patienten mit CNO durch eine
Stimulation mit Lipopolysacchariden eine signifikant verringerte Expression von IL-10 im
Vergleich mit Gesunden zeigen. Die Produktion von TNF- a wird von der Stimulation nicht
beeinflusst. Als antiinflammatorisches Zytokin reguliert IL-10 unter anderem die
Aktivierung von NLRP3-Inflammasomen. Bei verminderter Expression von IL-10 wird das

Inflammasom vermehrt aktiviert. [18-20]

Der Begriff des Inflammasom wurde 2002 erstmalig von Martinom et. al geprédgt [21]. Als
Teil des angeborenen Immunsystems beschreibt das Inflammasom einen Proteinkomplex,
welcher iiber die Bindung von Caspase 1 zur Spaltung von pro-IL-18 und somit zu einer

vermehrten Ausschiittung von IL-18 fiihrt. [21, 22]

Uber NF-kB kommt es wiederrum zur vermehrten Expression der pro-inflammatorischen
Zytokine IL-6, IL-20 und TNF-a. Auflerdem erfolgt liber NF-kB eine erneute Aktivierung
des NLRP3-Inflammasoms. IL-18 sorgt auBerdem {iber RANKL (Receptor Activator of NF-
kB Ligand) fiir eine Osteoklastenaktivierung. [23]

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung konnen laborchemisch erhdhte IL-6- und TNF- a-Werte

nachgewiesen werden. [18, 19, 24]



Lukens et al. fiihrten Untersuchungen an pstpip2 (Proline-Serine-Threonine Phosphatase
Interacting Protein 2) Méusen durch [25]. Hierbei handelt es sich um sogenannte knock-out-
Maiuse, welche iiber eine missense-Mutation im pstpip2 eine chronisch nichtbakterielle
Osteomyelitis entwickeln [26]. Hier zeigte sich, dass eine Uberexpression von IL-18 zu
Inflammation, Knochendeformitdt und Osteolysen fiihrt. Es konnte auBerdem gezeigt
werden, dass trotz Abwesenheit von NLRP3 und Caspasel erhohte IL-18 Spiegel
nachgewiesen werden konnten, was filir eine Inflammasom-unabhangige IL-18-Produktion

sprechen wiirde. [25]

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass IL-10, IL-18 und die Aktivierung von Osteoklasten
eine zentrale Rolle in der Entstehung der CNO spielen. Sie wird daher als
autoinflammatorische Erkrankung bezeichnet. Die exakte Pathophysiologie ist somit bislang

nicht abschlieSend untersucht.

Als weitere Einflussfaktoren werden genetische Einflussfaktoren und das Mikrobiom

diskutiert [27]. Siehe hierzu Kapitel 1.1.5 und 1.3.
1.1.5 Genetik

Die schon in Kapitel 1.1.3 beschriebene Assoziation von CNO mit anderen autoimmunen
und autoinflammatorischen Erkrankungen bei nahen Verwandten lédsst auf einen Einfluss der
Genetik bei der Entstehung der CNO schlielen. Das Majeed Syndrom und die Defizienz des
Interleukin  1-Rezeptor-Antagonisten (DIRA) sind Beispiele flir monogenetische

Erkrankungen, welche unter anderem mit nichtbakterieller Osteomyelitis einhergehen.

Das Majeed Syndrom, welches 1989 erstmalig beschrieben wurde [28], ist eine autosomal
rezessiv vererbte Erkrankung mit den Hauptsymptomen periodisches Fieber, nichtbakterielle
Osteomyelitis und dyserythropoetische Andmie. Die Erkrankung zeigt sich meist in den
ersten zwei Lebensjahren mit der nichtbakteriellen Osteomyelitis als Hauptsymptom. Hier
sind meist gelenknah die langen Rohrenknochen der unteren Extremitdt betroffen.
Laborchemisch  zeigen alle der bislang beschriecbenen Patienten erhdhte
Entziindungsparameter. Als auslosender Faktor konnten verschiedene Mutationen im LPIN2
Gen identifiziert werden. Therapeutisch werden IL-1-Inhibitoren eingesetzt, wodurch sich

gute Therapieerfolge zeigen lieen. [15, 29-32]
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Bei DIRA (Defizienz des Interleukin 1-Rezeptor-Antagonisten) handelt es sich ebenfalls um
eine autosomal rezessiv vererbte Erkrankung. Hier stehen nichtbakterielle Osteomyelitis,
Periostitis und generalisierte Pustulose in der Neonatalperiode im Vordergrund. Die
Patienten zeigen direkt bei oder kurz nach der Geburt bereits die genannten Symptome. Es
besteht kein Fieber, allerdings zeigen sich auch hier erh6hte Entziindungsparameter im Blut.
Betroffen von verschiedenen Mutationen ist hier das ILIRN Gen. Therapeutisch werden

Steroide, NSAR und IL-1-Inhibitoren eingesetzt. [15, 33-36]

Trotz phénotypisch sehr dhnlich verlaufender Erkrankungen, bei denen einzelne Gene
identifiziert wurden, konnte bei der CNO bislang kein einzelnes Gen identifiziert werden,
welches die Erkrankung auslost. Bei Mdusen allerdings konnte durch Mutationen im pstpip2
Gen eine Entwicklung von chronisch nichtbakterieller Osteomyelitis nachgewiesen werden.
Somit scheint es sich dtiopathogenetisch um eine multifaktorielle Erkrankung zu handeln.

[26, 37]
1.1.6 Labordiagnostik

Die Bestimmung von Blutbild, CRP, Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG) und
die Abnahme von Blutkulturen zdhlen zu den typischen Laboruntersuchungen bei der
Neudiagnose einer CNO. Im Verlauf sind die Bestimmung von Blutbild, CRP und BSG

ausreichend.

Das Blutbild zeigt meistens keine Auffilligkeiten, ebenso findet sich in Blutkulturen kein
Keimnachweis. CRP und BSG sind oft zu Beginn und bei erneuten Schiiben der Erkrankung
als Zeichen der Inflammation erhoht. Es gibt keine CNO-typischen Laborparameter,
allerdings hilft die Labordiagnostik bei dem Ausschluss von Differenzialdiagnosen und fiir

die Bestimmung der Krankheitsaktivitit. [8, 13, 38]
1.1.7 Bildgebende Untersuchungen

Als Goldstandard der bildgebenden Diagnostik gilt mittlerweile die Ganzkorper-
Magnetresonanztomographie. Ein typisches Kriterium ist vor allem das Knochenmark-
Odem. Begleitend konnen Sklerose oder Fibrose, Weichteilddem und Osteolysen bzw.

Hyperostosen im Rontgen nachgewiesen werden. Mit der Ganzkoper-MRT kann die ganze



Ausbreitung der Erkrankung inklusive sogenannter ,.silenter” Herde erfasst werden. Als
silente Herde bezeichnet man radiologisch auffillige Herde, welche nicht symptomatisch
sind. Befinden sich diese im Bereich der Wirbelsdule sind sie therapieentscheidend. Das
MRT wird auch als Verlaufskontrolle verwendet. Hierfiir gibt es keine festgelegten
Zeitabstdnde, zu Beginn wird allerdings eine Verlaufskontrolle nach 3-6 Monaten und zu

spéteren Erkrankungszeitpunkten ein Intervall von 6-12 Monaten empfohlen. [7, 8, 39]

Da zu Beginn der Symptomatik die Grunderkrankung oft noch unklar ist, erhalten viele
Patienten zur Diagnosestellung ein CT oder eine Skelettszintigraphie. Aufgrund der
Strahlenbelastung und der nur limitierten Aussagekraft sollten diese Verfahren heute nicht

mehr bzw. nur sehr begrenzt eingesetzt werden. [7]
1.1.8 Diagnosestellung

Da es bislang keine festgelegten Diagnosekriterien oder beweisenden Laborwerte gibt, ist die
chronisch nichtbakterielle Osteomyelitis eine Ausschlussdiagnose [23, 38]. Zum Ausschluss
von Differenzialdiagnosen sind die MRT und Biopsien die wichtigsten diagnostischen
Moglichkeiten. Aufgrund der unspezifischen Prasentation und der Seltenheit der Erkrankung
erfolgt die Diagnosestellung oft sehr verzogert, im Durchschnitt bis zu 1-2 Jahre nach Beginn

der Symptomatik [40, 41].

Um Komplikationen zu vermeiden, sollte das Ziel sein, die Erkrankung moglichst ziigig zu
diagnostizieren. Jansson et al. machten daher einen Vorschlag fiir mogliche

Diagnosekriterien [4]. Siehe hierzu Tabelle 1.



Major Kriterien Minor Kriterien
e Radiologisch bewiesene e Normales Blutbild
ostelytische/sklerotische e Milde erhohte CRP/BSG
Knochenlasionen e Beobachtungszeitraum > 6 Monate
e Multifokales Auftreten e Hyperostose
e Palmoplantare Pustolose e Assoziation mit anderen
e Psoriasis Autoimmunerkrankungen (aul3er
o Sterile Knochenbiopsie mit PPP und Psoriasis)
Inflammation, Fibrose/Sklerose ¢ Verwandte mit Autoimmun-
/autoinflammatorischen
Erkrankungen

Tabelle 1: Diagnosekriterien nach Jansson et al. [4]
Diagnosestellung mit zwei Major oder einem Major und drei Minor Kriterien.

Die PRO-KIND (Protokollen zur Klassifikation, Uberwachung und Therapie in der
Kinderrheumatologie) Arbeitsgruppe fiir chronisch nichtbakterielle Osteomyelitis der
Gesellschaft fiir Kinder- und Jugendrheumatologie benutzte zur Erstellung ihrer Treat-to-

Target-Therapieprotokolle folgende Diagnosestandards:

e _Schmerzen und/oder Funktionseinschrinkung im Bereich des muskuloskelettalen
Systems von mindestens 6 Wochen Dauer

e Erkrankungsalter (Symptombeginn) vor dem vollendeten 18. Lebensjahr

e Mindestens eine mit der klinischen Symptomatik assoziierte knocherne Lésion in der

TIRM/STIR- oder T2-Sequenz einer MRT-Untersuchung® [42]
1.1.9 Differentialdiagnosen

Tabelle 2 zeigt die wichtigsten Differenzialdiagnosen der CNO.

Malignome o Knochentumoren (Ewing Sarkom, Osteosarkom,
Knochenmetastasen)
e Leukamie
e Lymphom
Infektionen o Bakterielle Osteomyelitis
e Septische Arthritis
Autoinflammatorische/ o Defizienz des Interleukin 1-Rezeptor-Antagonisten
Autoimmun- (DIRA)
Erkrankungen e Majeed Syndrom




e Pyogene Arthritis, Pyoderma gangrenosum und
Akne (PAPA)
e Psoriasis Arthritis

Metabolische e Hypophosphatasie
Erkrankungen e Skorbut
Andere e Benigne Knochentumoren

e Langerhans-Zell-Histiozytose
Tabelle 2: Differenzialdiagnosen der CNO [7, 43, 44]

1.1.10 Histologie

Eine Biopsie wird notwendig, wenn es darum geht, Differenzialdiagnosen auszuschlieBen.
Eine Entscheidungshilfe liefert der Score nach Jansson et al., welcher in Tabelle 3 dargestellt
ist. Mithilfe verschiedener Kriterien wird die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer CNO
berechnet und somit die Entscheidung gefillt, ob eine Biopsie notwendig ist. Sinnvolle
Kriterien fiir eine Biopsie sind: monofokaler Herd, unklare Dignitét im MRT, hohes Fieber,

hohe Entziindungswerte und Vorliegen von B-Symptomatik. [43]

Kriterien Punkte
normales Blutbild 13
symmetrische Lasionen 10
Nachweis von Sklerose in der Bildgebung 10
kein Fieber 9
vertebrale, claviculare oder sternale Lasionen 8
Radiologischer Nachweis von 2 oder mehr Lasionen 7
CRP >= 1 mg/dI 6
Gesamt 63

Tabelle 3: Score nach Jansson et al.

Fir die genannten Kriterien werden Punkte vergeben und daraus der Gesamt-Score berechnet. Bei
einem Score = 39 ist die Diagnose der CNO sehr wahrscheinlich. Patienten mit 29-38 Punkten
sollten engmaschig beobachtet werden und bei < 28 Punkten wird eine Biopsie zur weiteren
Abklarung empfohlen. [43]

Histologisch présentiert sich die CNO unspezifisch mit gleichzeitigem Nachweis von akuter
und chronischer Inflammation. Eine infektiose Genese kann, neben einem fehlenden
kulturellen Nachweis, auch unter Zuhilfenahme eubakterieller PCR-Untersuchungen

ausgeschlossen werden. [4, 8, 38, 45]



1.1.11 Medikamentdse Therapie

Bislang gibt es - insbesondere in Ermangelung von Studien bei dieser seltenen Erkrankung -
keine evidenzbasierte Therapie der CNO. Therapie der Wahl sind aktuell nichtsteroidale
Antirheumatika (NSAR), bevorzugt Naproxen. In 80% der Félle kommt es hierdurch zu
einem Ansprechen. Bei unzureichendem Ansprechen kann eine Kombinationstherapie mit
Steroiden iiber maximal 4 Wochen in einer Dosis von 1-2 mg/kgKG erwogen werden. Bei
der Therapie mit Steroiden sollte begleitend ein Protonenpumpeninhibitor eingenommen

werden. [1, 42]

Kommt es hierdurch weiterhin zu keiner Besserung, sollte ein Therapieversuch mit
Sulfasalazin oder Methotrexat erfolgen, immer in Kombination mit einem NSAR. Bei
weiterhin unzureichendem Therapie-Ansprechen oder primir bei Wirbelkorperbefall wird
eine Therapie mit Bisphosphonaten empfohlen. Bevorzugt kommt hier intravendses
Pamidronat zum Einsatz. Studien von Miettunen et al. und Roderick et al. zeigen ein sehr
schnelles und effektives Ansprechen auf eine Therapie mit Pamidronat. Dies kann einerseits
klinisch durch eine Schmerzreduktion und andererseits durch eine Abnahme der im MRT

nachgewiesenen Lésionen gezeigt werden. [1, 42, 46, 47]

In einer 2019 erschienenen grofen retrospektiven Studie von Bhat et al. zeigt sich dieser
Effekt ebenso. Es wurden 40 Patienten mit 150 CNO-typischen Lidsionen im MRT
untersucht. Pamidronat wurde entweder primdr bei Wirbelkorperbefall oder sekundér bei
unzureichendem Ansprechen auf NSAR bei anderen Lédsionen eingesetzt. Die meisten
Patienten erhielten 4 Zyklen von intravenosem Pamidronat mit 1 mg/kg Korpergewicht pro
Tag an drei aufeinanderfolgenden Tagen. Bei unzureichendem Ansprechen wurden bei
manchen Patienten weitere Zyklen ergédnzt. Die Vertréglichkeit des Medikaments war sehr
gut, es traten nur vereinzelt grippedhnliche Symptome auf, welche mit Antipyrese
vorgebeugt wurden. Die 150 Lisionen vor Therapiebeginn konnten nach Pamidronat auf 45
reduziert werden. Auch klinisch zeigte sich durch eine schnelle Schmerzreduktion ein gutes

Therapieansprechen. [48]

Als weitere Therapieoptionen stehen TNF-a.Antagonisten oder IL-1-Inhibitoren zur
Verfligung, ohne dass hierfiir Zulassungen vorliegen. Studien zeigen ein sehr gutes
Ansprechen auf eine Therapie mit Infliximab als TNF-a-Antagonist. Zhao et al. vergleichen
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in einer Publikation 18 Patienten mit CNO, von welchen 9 eine Monotherapie mit NSAR und
9 eine aggressivere Therapie mit Methotrexat und Infliximab und teilweise ergdnzend
Pamidronat erhalten haben. Infliximab wurde mit einer Dosis von ca. 8§ mg/kg Korpergewicht
zu Beginn, nach 2 Wochen und danach alle 4-8 Wochen verwendet. Begleitend erhielten die
Patienten Methotrexat. Es zeigte sich ein schnelles klinisches und bildgebendes
Therapieansprechen im Gegensatz zu den Patienten, welche nur mit NSAR behandelt
wurden. Insbesondere zeigte sich eine Reduktion der Knochenddeme und der nicht
vertebralen Lasionen. Aktuelle Konsensus Papiere empfehlen daher den friihen Einsatz von
TNF-o-Antagonisten bei Nichtansprechen auf NSAR ggf. in Kombination mit
Bisphosphonaten [42, 49, 50].

Auch der Einsatz von Anakinra als IL-1-Inhibitor scheint ein gutes Therapieansprechen zu

haben, allerdings fehlen hierzu Daten aus grof3eren Kohorten [51].
1.2 Mikrobiom

Der menschliche Korper ist untrennbar mit den auf ihm lebenden Mikroorganismen
verbunden. Die Anzahl der Zellen der Mikroorganismen iibersteigt dabei die des
menschlichen Kdrpers um ein 10-100faches. Die Zusammensetzung aller Mikroorganismen
wird dabei als Mikrobiom bezeichnet. Das Mikrobiom unterscheidet sich in Abhingigkeit
von der Korper-Lokalisation. So werden zum Beispiel fiir Haut, Darm oder Mundhohle vollig
andere Zusammensetzungen des Mikrobioms beschrieben. In dieser Arbeit wird allerdings

nur das bakterielle Mikrobiom der Mundhdhle betrachtet. [52]

Die meisten der Mikroorganismen leben als Kommensale oder Symbionten mit dem Wirt.
Beide, oder mindestens ein Mikroorganismus, ziehen aus der Beziehung Vorteile. Schaden
wird keinem der Organismen zugefiigt. Einige Mikroorganismen werden allerdings auch als

pathogen beschrieben. [53]

Die genaue Entwicklung der Zusammensetzung des Mikrobioms von der Geburt an ist
bislang noch nicht vollstindig gekldrt. Das orale Mikrobiom nach der Geburt zeigt
Ubereinstimmungen mit dem der Plazenta der Mutter. Je nach Geburtsmodus unterscheidet
sich das orale Mikrobiom. Nach der Geburt wird die weitere Entwicklung des Mikrobioms

durch die Erndhrung, Tabak- und Alkoholkonsum, Stress, hormonelle Verdnderungen wie
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Pubertit, orale Hygiene und andere Umweltfaktoren beeinflusst. Mit der Zeit weist das

Mikrobiom eine immer hohere Diversitét auf. [54, 55]

Eine hohe Diversitit kennzeichnet ein gesundes Mikrobiom, da bei verschiedenen
Erkrankungen, wie zum Beispiel M. Crohn oder Helicobacter Pylori Gastritis, eine Abnahme

der Diversitit beobachtet werden kann. [56, 57]

Studien konnten bisher nicht sicher beweisen, ob die Genetik einen Einfluss auf die
Entwicklung des Mikrobioms hat. Einige Studien scheinen einen Einfluss der Genetik zu

beweisen [58], andere hingegen widerlegen ihn [59].
1.2.1 16s rRNA

Zur besseren Klassifikation und Identifikation von Organismen wurde um 1980 erstmals von
Carl Woese et al. die 16s rRNA verwendet. Wahrend Organismen vorher alleine anhand ihrer
Phanotypen unterschieden wurden, bot die 16s rRNA die Moglichkeit einer genaueren und
objektiveren Klassifikation und Einteilung. rRNA ist in allen Organismen zu finden, zeigt
iiber eine ldngere Zeit wenig Verdnderungen innerhalb eines Organismus und lasst sich direkt

sequenzieren, ohne das Bakterium anziichten zu miissen. [60-62]

So konnten iiber die Verwendung von 16s rRNA die Organismen genauer und teilweise neu
klassifiziert und im Verlauf der Jahre ein phylogenetischer Baum erstellt werden [63]. Auch
heutzutage wird die 16s rRNA weiterhin zur Identifikation und Klassifizierung von Bakterien
und anderen Organismen verwendet und es existieren gro3e Datenbanken mit allen bisher

identifizierten Sequenzen und den entsprechenden Bakterien [64, 65].
1.2.2 Alpha Diversitat

Der Begriff Diversitit wurde erstmals 1960 von Robert Whittaker beschrieben. Er definiert
damit die Artenvielfalt. Die Alpha Diversitédt bezeichnet die sogenannte Punktdiversitét, die
Vielfalt an einem bestimmten Ort. Bezogen auf das Mikrobiom bezeichnet die Alpha

Diversitét die mikrobielle Artenvielfalt in einem Organismus. [66]
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1.2.3 Beta Diversitat

Als Beta Diversitdt beschreibt Whittaker die Artenvielfalt zwischen verschiedenen
Lebensrdumen [66]. Bei der Betrachtung des Mikrobioms ist damit die unterschiedliche

mikrobielle Artenvielfalt zwischen Individuen gemeint.
1.2.4 Dysbiose

Als Dysbiose wird eine Verdnderung des Mikrobioms bezeichnet, welche mit der Entstehung
von Krankheiten assoziiert ist. So meint es einerseits die Vermehrung von pathogenen
Bakterien und andererseits die Abwesenheit von protektiven Bakterien. Die Entstehung von
Dysbiose und wie genau diese die Entstehung von (Autoimmun-/autoinflammatorischen)

Erkrankungen beglinstigt, ist bislang unklar. [67, 68]
1.3 Aktuelle Datenlage

Veranderungen des Mikrobioms werden aktuell fiir viele autoimmune Erkrankungen als
mitauslosender Faktor diskutiert. Besonders bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
oder rheumatoider Arthritis gibt es bereits einige Studien, welche den Einfluss diskutieren.

[69-71]
1.3.1. Chronisch nichtbakterielle Osteomyelitis

Fiir die chronisch nichtbakterielle Osteomyelitis gibt es aktuell eine Studie von Lukens et al.,
welche an Méusen einen Einfluss des Mikrobioms auf die CNO nachzuweisen scheint.
Pstpip2°™® Maiuse, mit einer Mutation fiir die Entwicklung einer CNO, wurden mit
unterschiedlichen Didten gefiittert. Bei Méusen mit einer fettarmen Erndhrung kam es
bevorzugt zu dem Ausbrechen der Erkrankung, wobei Mause mit fettreicher Erndhrung ein
vermindertes Auftreten der Erkrankung zeigten. Eine Analyse des intestinalen Mikrobioms
konnte ebenfalls eine Verdnderung zeigen. Bei Mdusen, welche eine fettarme Erndhrung
erhielten, wurde vermehrt Prevotella nachgewiesen, Lactobacillus konnte vermindert
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurden bei Miusen mit fettreicher Erndhrung

mehr Lactobacillus und weniger Prevotella nachgewiesen. Eine Transplantation des Stuhls
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von fettreich erndhrten Mdusen in junge fettarm erndhrte Méuse verhinderte das Auftreten

von Osteomyelitis mit einer Reduktion von Prevotella. [27]

Ebenso konnten bei den fettarm erndhrten Méusen erhohte IL-1B Spiegel im Vergleich zu
gesunden Miusen nachgewiesen werden. Die IL-1B Spiegel bei den fettreich erndhrten
Miusen lagen etwa im gleichen Bereich wie bei Gesunden. Uber Breitspektrum Antibiotika
konnte bei den fettarm erndhrten Mausen Prevotella supprimiert werden. Bei diesen Mausen
konnte ebenfalls eine Reduktion der IL-1B Spiegel nachgewiesen werden und somit ein

vermindertes Auftreten der CNO. [27]

Diese Studie gibt erste Hinweise, dass eine Verdnderung des Mikrobioms iiber IL-18 den

Verlauf der CNO beeinflussen konnte.
1.3.2. Juvenile idiopathische Arthritis

Als haufigste rheumatische Erkrankung im Kindesalter wird bei der juvenilen idiopathischen
Arthritis (JIA) das Mikrobiom ebenfalls als mdglicher Einflussfaktor diskutiert. Die JIA ist
definiert als Arthritis, welche sich vor dem 16. Lebensjahr manifestiert, mehr als 6 Monate

anhélt und deren Ursache unklar ist. [72]

Eine Studie von Horton et al. zeigte einen Einfluss von Antibiotika-Gaben auf das Auftreten
der JIA. In einer Fall-Kontroll-Studie wurden 152 Patienten mit JIA mit 1520 gematchten
Kontrollen verglichen. Die Verschreibung von mehr als einem Antibiotikum war signifikant
mit einem vermehrten Auftreten von JIA assoziiert. Antibiotika, welche 1 Jahr vor der
Diagnosestellung verschrieben wurden, zeigten einen noch hoheren Einfluss auf das
Auftreten der JIA. Keinen Einfluss zeigten unbehandelte Infektionen. Die Studie diskutiert,
dass eine Behandlung mit Antibiotika zu einer Verdnderung des Mikrobioms fiihrt und somit
im Umkehrschluss eine Verdnderung des Mikrobioms durch Antibiotika zu einem

vermehrten Auftreten von JIA fiihrt. [73]

Dijkhuizen et al. gehen einen Schritt weiter und untersuchten in einer multizentrischen Fall-
Kontroll-Studie Stuhlproben von 78 italienischen und 21 niederldndischen Patienten mit JIA
zu verschiedenen Zeitpunkten. Diese Proben wurden mit gesunden gematchten
Kontrollproben verglichen. Die Proben wurden mittels 16s rRNA Sequenzierung untersucht

und es wurden alpha- und beta-Diversitdten berechnet. Es zeigte sich bei den italienischen
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Patienten eine geringere Diversitdt des Mikrobioms im Vergleich zu den gesunden Proben,
wihrend das Mikrobiom der niederldndischen Patienten eine hohere Diversitit aufwies.
Unabhéngig, ob das Mikrobiom eine hohere oder geringere Diversitdt aufweist, lie3 sich ein
Unterschied zwischen Gesunden und Erkrankten feststellen, was die Hypothese unterstiitzt,

dass das Mikrobiom mit der Entstehung von JIA in Verbindung steht. [74]

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass durch die aktuelle Studienlage ein Einfluss des
Mikrobioms auf die Entstehung von rheumatologischen Erkrankungen im Kindesalter
besteht. Wie genau und in welchem Umfang das Mikrobiom die Erkrankungen beeinflusst

und welche Verdnderungen krankheitsauslosend sind, bleibt weiterhin unklar.
1.4 Ethikvotum

Fiir die Patientenrekrutierung wurde ein positives Ethikvotum der Ethikkommission an der
Medizinischen Fakultit der HHU Diisseldorf eingeholt (Studiennummer 5828R,
Registrierungs-1D 2016122195).
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1.5 Ziele der Arbeit

Da die Pathophysiologie der CNO bislang nicht abschliefend geklért ist, untersucht die
folgende Arbeit das orale Mikrobiom als moglichen Einflussfaktor. Umweltfaktoren, wie das
Mikrobiom, riickten in den letzten Jahren immer mehr in den Vordergrund der

Untersuchungen des pathophysiologischen Verstindnisses von Erkrankungen.

Hierzu wurden orale Abstriche von 20 pédiatrischen Patienten gewonnen und mittels 16s-
rRNA-Sequenzierung untersucht. Ziel war es - als eine der ersten Studien zum Mikrobiom
bei CNO bei Kindern und Jugendlichen- erste Ansatzpunkte zu benennen, die

Ausgangspunkt fiir weitere Untersuchungen des Mikrobioms sein konnen.

Folgende Fragen standen am Anfang der Arbeit:

1. Zeigt sich eine Verdnderung des Mikrobioms von Erkrankten im Vergleich zu Gesunden?

Hypothese: Die Zusammensetzung des Mikrobioms von Erkrankten ist anders als bei

einer gesunden Kontrollgruppe.

2. Kann bei einer Anderung der Krankheitsaktivitit auch eine Verinderung des Mikrobioms

beobachten werden?

Eine Anderung der Krankheitsaktivitit ist in der Studie definiert als eine Anderung

der Symptomatik (Schmerzen, Schwellung, Fieber) des Patienten.

Hypothese:  Eine Untersuchung des Mikrobioms bei unterschiedlichen

Krankheitsaktivitditen zeigt eine Verdnderung.

3. Zeigt sich bei Patienten unterschiedlichen Alters eine Verdnderung des Mikrobioms?
Das humane Mikrobiom weist mit zunehmendem Alter eine hohere Diversitat auf.

Hypothese: Die Untersuchung des Mikrobioms bei unterschiedlichen Altersklassen

zeigt Unterschiede.
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4. Wie wichtig ist die exakte Definition des Ortes fiir die Abstriche?

Fir Gaumen, Zunge, Wange, Rachen usw. sind unterschiedliche mikrobielle

Besiedelungen beschrieben.

Hypothese: In dieser Studie wurden zwei sehr benachbarte Orte auf der Zunge

gewdhlt, was keine grofle Verdnderung des Mikrobioms bewirken sollte.

5. Wird durch die Verdnderung der Medikamenteneinnahme das Mikrobiom beeinflusst?

Durch den Einsatz krankheitsmodifizierender Medikamente wird die

Krankheitsaktivitit verdndert.

Hypothese: Patienten mit unterschiedlicher Medikation miissten korrespondierend zu

den Aussagen in Punkt 2 eine Verdnderung im Mikrobiom zeigen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenrekrutierung

Die Patientenrekrutierung erfolgte von Mai 2017 bis Februar 2018 im Rahmen von
regelméBig stattfindenden Kontrolluntersuchungen in der rheumatologischen Ambulanz der
Uni-Kinderklinik Diisseldorf. Die Abstriche und Blutentnahmen fanden zu zwei
Zeitpunkten, dem Zeitpunkt 0 und dem Zeitpunkt 1 statt. Zeitpunkt 0 war ein willkiirlich
gewdhlter Zeitpunkt, am ersten stattfindenden Kontrolltermin der Patienten nach Start der
Patientenrekrutierung. Er steht in keinem Zusammenhang mit dem Krankheitsverlauf. Der
Zeitpunkt 1 fand beim néchsten reguldaren Kontrolltermin statt, ungefdhr 3-6 Monate nach

Zeitpunkt 0.

Bei den Terminen wurden die Patienten und die Eltern iiber Sinn und Zweck der
Untersuchung, sowie Risiken und Nebenwirkungen aufgeklirt (siche Anlage 1-4). An
Zeitpunkt 0 und 1 wurden Zungenabstriche der Patienten abgenommen. Ebenso wurden
gesunde Erwachsene als Kontrollgruppe abgestrichen. Die Abstriche wurden mit der Rovers
Orgenex Brush RT 10 Pieces (Art. Nummer 380800511) nach Ausspiilen des Mundes mit
klarem Wasser und mit mindestens 30 Minuten Abstand zur letzten Nahrungs-
/Getrdnkeaufnahme an der Zungenmitte, sowie mit einer zweiten Biirste an der linken Seite
der Zunge durchgefiihrt. Diese Biirsten wurden dann in Safe-Lock Tubes 1,5 ml Eppendorf
Tubes (Order no. 0030 120.086) gegeben, welche mit 50 ul ThinPrep Cytolyt Solution gefiillt

waren.
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Bei den Terminen wurden aktuelle Beschwerden und Medikation erhoben und es erfolgten
Blutabnahmen der Patienten, welche im Zentrallabor der Uniklinik Diisseldorf ausgewertet

wurden. Bestimmte Parameter waren:

e Blutbild, Differenzialblutbild
e (Calcium, Phosphat, AP

e SAA

e IL-6,CRP,BSG

e GOT, GPT, gamma-GT

e  Creatinin, Harnstoff

= 25-Hydroxyvitamin-D
Im Rahmen einer Aktenarbeit wurden fiir jeden Patienten folgende Variablen erhoben:

e  Geschlecht
e  Alter bei Erkrankungsbeginn
e Symptome
= Schmerzen
=  Bewegungseinschrinkung
= Verschlechterung des Allgemeinzustandes
=  Fieber
= Schwellung
*  Uberwirmung
e  Zeit bis zum Erreichen der Remission
e assoziierte Erkrankungen
= M. Crohn
= Psoriasis
= Arthritis
=  Akne
=  palmoplantare Pustulose
e  Befallsmuster
=  vertebral
= klavikuldr
= sternal
= unifokal vs. multifokal
e  Medikation
= NSAR

=  Steroide
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=  Sulfasalazin
=  Methotrexat
=  Bisphosphonate
=  TNFa-Blocker
= [L-1-Inhibitoren
e Befunde im initialen MRT
=  symmetrische Lisionen
=  Hyperostose
= Sklerose
= Fibrose
= Knochenmarksédem
=  Weichteilodem
= Osteolysen
e Befunde in den Verlaufs-MRTs
e auffillige Laborwerte zu Beginn und im Verlauf

e Histologie-Befunde

Durch diese Kriterien wurde aullerdem fiir jeden Patienten der Score nach Jansson et al. [43]

berechnet.

Die untersuchte Kohorte bestand letztendlich aus 20 Patienten und 36 gesunden
Erwachsenen. Von den untersuchten Patienten waren 12 ménnlich und 8 weiblich, im Alter
von 3-13 Jahren. Das mittlere Alter lag bei 10,3 Jahren. Die Kontrollgruppe bestand aus 20

Frauen und 16 Ménnern.
2.2 16s r RNA Sequenzierung

Mithilfe des QIAamp® DNA Microbiome Kit wurde die DNA nach Herstellerangaben
extrahiert [75]. Die V4 Region der 16s rRNA wurde dann durch PCR vervielfiltigt. Es
wurden V4 spezifische Primer des Earth Microbiome Project [76] (Illumina 16S V4 Primer
Constructs (515F-806R)) mit Uberhang-Sequenzen verwendet. Diese Sequenzen waren
kompatibel mit Nextera XT Index Primern. Es wurde dann eine limitierte Zyklus
Amplifikation durchgefiihrt, um Nextera Vervielfiltigungs-Indexe und Illumina
Sequenzierungs-Adapter hinzuzufiigen. Die Bibliotheken wurden dann normalisiert und

gepoolt und anschlieBend auf einem MiSeq-System (Illumina) sequenziert.
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2.3 Statistische Auswertung

Die Roh-Sequenzen wurden dann mit der Software ,,bcl2fastq” demultiplexed. Hier werden
den jeweiligen Sequenzen die entsprechenden Proben/Patienten zugeordnet. In der gesamten
Analyse werden nur die Forward-Stringe verwendet. Das Ergebnis (zwei Dateien pro Probe)

wurde dann in Qiita [77] hochgeladen und weiterverarbeitet.

Als erstes erfolgte mittels “split_libraries FASTQ eine Qualitdtskontrolle, d.h. Stringe mit
zu schlechter Qualitdt werden entfernt. Die Sequenzen wurden dann auf die ersten 150
Basenpaare reduziert und mit ,,Deblur [78] in sub-OTUs gruppiert, sprich @hnliche
Sequenzen werden in eine Gruppe eingeordnet. Jede Gruppe représentiert hierbei eine

Bakterien-,,Spezies®.

Diese Daten wurden wiederum mittels ,,Deblur* fiir 16s rRNA gefiltert. Mittels ,,fragment-
insertion‘ [79] in Qiime2 [80] wurde aus den sOTU-Sequenzen ein phylogenetischer Baum
erstellt, indem die V4 Sequenzen in die Greengenes 13.8 Phylogenie platziert wurden. Die
taxonomische Einteilung der sub-OTUs erfolgte mithilfe des Naive Bayes ,feature-
classifier [81] in Qiime2. Hierflir wurde die Greengenes [82] Datenbank Version 13.8
verwendet. Sub-OTUs, welche nicht im phylogenetischen Baum gefunden werden konnten,
welche keine Sequenzen aufwiesen und welche als Chloroplast oder Mitochondrium

klassifiziert wurden, wurden geldscht.

Eine Rarefaction-Analyse ergab eine ideale Rarefaction Tiefe von 30.000 Sequenzen pro
Probe als bester Kompromiss zwischen erfasster Diversitdt und geringstem Verlust von

Proben.
Letztendlich enthielt die Tabelle fiir weitere Analysen 143 Proben und 6807 sub-OTUs.

Mittels Qiime2 ,,diversity” wurden alpha- und beta-Diversitdten berechnet. Fiir die alpha-
Diversitit wurden die Metriken ,,shannon®, ,,observed OTUs* und ,,Faith’s PD* verwendet,
fiir die beta-Diversitdt die Metriken ,,Bray-Curtis“, ,,unweighted UniFrac* und ,,weighted
UniFrac“[83]. Als non-parametrische Tests wurden fiir die alpha-Diversitit der Mann-

Whitney Test benutzt, flir die beta-Diversitdt der Permanova mit 999 Permutationen.
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Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 gewertet. Die Effektstiarke wurde mittels
einer Redundanzanalyse iiber die Funktion ,rda*“ der ,,vegan® R Bibliothek in Qiime2

berechnet [84].

Mittels der Funktion ,,bugbase‘ in Qiime2 wurden die Proben nidher beschrieben [85]. Statt
der oben erwdhnten Deblur Tabelle, wurden hierzu OTUs gegen die feste Referenz
Greengenes 13.8 mittels SortMeRNA [86] bestimmt. Als Beschreibungen finden sich hier
unter anderem: Stress-Toleranz, anaerob, aerob, biofilmbildend, gram negativ, gram positiv,

besitzt bewegliche Elemente und potentiell pathogen.

Die Funktion ,picrust® [79] kann ebenfalls eine ndhere Klassifizierung der Proben
vornehmen. Dafiir werden verschiedene Datenbanken verwendet (KEGG, COG und Rfam

[87]), welche die Proben nach unterschiedlichen Gruppierungen klassifizieren.

Die Datenbank KEGG [88] verwendet bei der Klassifikation 4 Stufen (0-3). Es wird zum
Beispiel unterschieden zwischen Metabolismus, Organsysteme, Prozessierung von
genetischer Information und so weiter. Stufe 0 beinhaltet 6909 verschiedene Variablen, Stufe

1 8 verschiedene. Stufe 2 41 verschiedene und Stufe 3 328 verschiedene Variablen.

COG [89] klassifiziert anhand von vorhandenen Proteinen und deren Funktion, wie zum
Beispiel RNA Prozessierung, Aminosduren und Lipid Stoffwechsel. Hierfiir werden 3 Stufen
gebildet (0-2). Stufe 0 vergleicht 4792 Variablen, Stufe 1 bildet 4 Gruppen und Stufe 2 25.

Mit der Datenbank ,,Blast* [65] wurden taxonomische Bestimmungen der Bakterien anhand

der erhobenen genomischen Sequenzen vorgenommen.
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Abstract

Objective: To analyze the composition of the oral microbiome in children and
adolescents with chronic nonbacterial osteomyelitis (CNO) with respect to age
distribution, gender differences, effects of medication, disease activity and the
influence of body site.

Methods: The oral microbiome of 20 patients (12 male and 8 female; median age
10.3 years) and 36 controls were examined. Two different sites of the oral cavity were
swabbed at two time points. Current medication and disease activity were evaluated
and registered at these time points. Samples were subjected to amplicon sequencing
of the V4 regicn of the 16S rRNA gene and Qiime2 was used to calculate alpha and beta
diversity for multiple alternative metrics.

Results: On the basis of relative abundances of 975 different suboperational taxonomic
units in high throughput next generation sequencing, a significant shift in the
composition of the oral microbiome (p < 0.02) was observed among patients being
treated with different medications. There was a significant difference in bacterial
communities between the group aged 3-8 years old and the group aged 9-14 years
old. Significant differences were also seen in bacterial colonization on different sites in
the oral cavity, but not with respect to gender or disease activity.

Conclusion: We present first data of a pilot study of the oral microbiome in children
and adolescents with CNO, a rare autoinflammatory bone disease. Differences of the
oral microbiome of diseased children to normal adult controls revealed a possible role
of the oral microbiome as modulatory target or biomarker in CNO.

© The Author(s) 2021

Redaktion
U. Miiller-Ladner, Bad Nauheim

Keywords
Microbiome - Children - CNO - Autoinflammation

bone or bone marrow, including verte-
brae, often affecting the clavicle and the
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Chronic nonbacterial osteomyelitis (CNO),
also known as chronic recurrent multifocal
osteomyelitis (CRMO), is a disease spec-
trum encompassing a state of monofocal
or multifocal autoinflammatory bone le-
sions, primarily affecting children and ado-
lescents with an age peak between 7 and
12 years [1]. A classical hallmark of the
disease is pain due to inflammation of the
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metaphysesandepiphysesofthe humerus,
femur and tibia [2, 3). To a certain extent,
CNO can be associated with other inflam-
matory organ manifestations, such as in-
flammatory bowel disease, palmoplantar
pustulosis, acne conglobata and psoriasis
[4, 5.

The CNO is regarded as an autoinflam-
matory disorder in which the innate im-
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mune system is etiopathogenetically in-
volved, leading to a sterile bone inflam-
mation without the presence of autoanti-
bodies or autoreactive T-cells [6].

In 2014, an interplay between micro-
bial agents and bone erosions in an estab-
lished CNO mouse model wasdiscussed. In
this mouse model, mice spontaneously de-
velop osteamyelitis resembling CNO (Pst-
pip2<™° mice). A high-fat diet was admin-
istered to reduce intestinal Prevotella lev-
els in these mice, which was then found to
significantly reduce pro-IL-1-beta expres-
sion in distant neutrophils. For the first
time, diet-associated changes of the mi-
crobiome were found to be responsible for
regulation of inflammation in an animal
model of CNO [7].

Taking these murine findings as a basis,
inthisstudy we examined the microbicmes
of a cohort of 20 patients with different
subtypes of CNO. The study provides initial
research on the possible role of the oral
microbiome in CNO patients with respect
to gender, age, disease activity and the
impact of medication.

Abkiirzungen

ALT Alanine aminotransferase

AST Aspartate aminotransferase

NG Chronic non-bacterial osteomyelitis

oG Clusters of orthologous groups

cox Cyclooxygenase

CRMO Chronic recurrent multifocal
osteomyelitis

CRP C-reactive protein

DMARD  Disease-modifying antirheumatic
drug

DNA Deoxyribonucleic acid

ESR Erythrocyte sedimentation rate

FDR False discovery rate

IL-6 Interleukin 6

JIA Juvenile idiopathicarthritis

MRI Magnetic resonance imaging

NCB! National Center for Biotechnology
Information

NSAID Nonsteroidal anti-inflammatory
drug

o Operational taxonomic unit

PICRUST  Phylogenetic investigation of
communities by reconstruction of
unobserved states

PCR Polymerase chain reaction

Qiime Quantitative insights into microbial
ecalogy

165r-RNA 16 Svedberg ribosomal ribonucleic
acid

TNF-a Tumor necrosis factor alpha

VAS Visual analogue scale
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Methods
Patient cohort

Patients were recruited from the Pediatric
Rheumatology Outpatient Department of
the University Hospital Duesseldorf, Ger-
many between May 2017 and February
2018. Withthe formal consent of guardians
and patients, oral swabs were obtained
from 20 patients with a pre-established
diagnosis of CNO. For further patient
characteristics see BTable 1. In addition,
a healthy adult control group consisting
of 20 female and 16 male subjects was
examined.

The swab was obtained in a standard-
ized manner following at least 30 min with-
out food/beverage cansumption and af-
ter clearing the oral cavity with water,
Swabs were obtained with Rovers Orgenex
Brush RT (Rovers Medical Devices, Oss, The
Netherlands) from the center of the tongue
and subsequently with a second brush
from the left side of the tongue.

The timing of the swab acquisition was
random and independent of disease ac-
tivity. A second swab was obtained from
13 patients 3-6 months later. See B Fig. 1
for the study design.

After obtaining the swab, brushes were
deposited in Safe-Lock 1.5ml Eppendorf
tubes which were prefilled with 500pl
ThinPrep Cytolyt solution.

The following blood values were ob-
tained in order to monitor disease activ-
ity and ongoing therapy: complete blood
count, calcium, phosphate, alkaline phos-
phatase, ALT, AST, gamma-glutamyl trans-
ferase, creatinine, urea, C-reactive protein,
ferritin, ESR, serum amyloid A, IL-6, and
25-hydroxyvitamin D.

Medical history, current complaints and
medication, as well as a thorough clinical
examination including joint count were
performed and documented for each pa-
tient.

Patient charts were analyzed retrospec-
tively, collecting the following variables for
each patient: gender, age at disease on-
set, symptoms (pain, impaired range of
motion, general health status, fever, lo-
cal signs of inflammation), time to remis-
sion, associated comorbidities (Crohn's dis-
ease, psoriasis, arthritis, acne, palmoplan-
tar pustulosis), disease pattern (vertebral,
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clavicular, sternal type; unifocal or multi-
focal type), medication (NSAID, steroids,
sulfasalazine, methotrexate, bisphospho-
nates, TNF-alpha blocking agents), MRI
results (symmetric lesions, hyperostosis,
sclerosis, fibrosis, bone marrow edema,
osteolysis), and histological findings.

The study and patient information
forms were approved by the local ethics
committee of the Medical Faculty, Hein-
rich-Heine-University (study no. 5828R,
registry-ID 2016122195).

16S ribosomal RNA (165) sequencing
and analysis

DNA extraction. Oral swab samples were
collected from each patient at the two in-
dicated time points and DNA was isolated
using the QlAamp Blood Kit (Qiagen) fol-
lowing the pathogen detection protocol.

Targeted 16S V4 region sequencing.
Following the Earth Microbiome Project
protacols [8], we targeted and amplified
the V4 region of the 16S gene by PCR
using barcoded primers. V4 paired-end
sequencing was performed using a MiSeq
(Illumina, La Jolla, CA, USA) according to
manufacturer’s protocols.

Sequencing data processing and qual-
ity control. Raw V4 sequence reads
were demultiplexed using Illumina’s
bcl2fastq 2.19.0.316 software. Primers
were trimmed via cutadapt 1.18, up-
loaded to Qiita, a web-based microbiome
comparison platform, and quality con-
trolled using the defaults. Forward reads
were trimmed to the first 150 nucleotides.
The primary feature table was generated
using Deblur 1.1.0. Taxonomy assign-
ment was done via the Qiime2 [9] feature
classifier plug-in version 2019.1 against
Greengenes version 13.8 99% sequence
identity OTUs from the 515F/806R region
of the sequences. Bacterial features with
assigned taxonomy containing the labels
c__Chloroplast or f__mitochondria were
considered to be of host or plant origin
and removed from the feature table prior
to rarefaction. Differential abundance
analysis was performed via discrete FDR
[10] as implemented in Calour, which
represents an interactive, microbiome-
centric analysis tool.
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Table 1 Patient characteristics. The data show symptoms which ever occurred during patient’s
entire course of disease. Age, symptoms, MRI findings showing the localization of inflammation at
disease onset and typical comorbidities exhibit a classical phenotype of children and adolescents
in chronic nonbacterial osteomyelitis (numbers in front of brackets are absolute figures, numbers

initalics show relative figures).

Patients (n=20)

Male sex 12 (0.60)
Median age (years) 103(3-13)
3-8 years 5(0.25)
9-14 years 15(0.75)
Disease duration 3.05 years (0-8)
Symptoms at disease onset

Pain 19(0.95)
Swelling 9(0.45)
Fever 8(0.40)
Reduced range of motion 5(0.25)
MRI at disease onset

Symmetric lesions 8(0.40)
Hyperostosis 3(0.15)
Sclerosis/fibrosis 5(0.25)
Osteoedema 11(0.55)
Soft tissue edema 9(0.45)
Osteolysis 3(0.15)
Comorbidities

Crohn's disease 1(0.05)
Psoriasis 1(0.05)
Arthritis 4(0.20)
Acne 2(0.10)
Palmoplantar pustolosis 2(0.10)
Patients (n=20)

Laboratory parameters at disease onset

Elevated CRP > 1 mg/d| 8(0.40)
Median ESR 43mm/h (0-140 mm/h)
Medication

NSAID 20(1.00)
Steroids 6(0.30)
Sulfasalazine 3(0.15)
Methotrexate 4(0.20)
Bisphosphonates 3(0.15)
TNF-alpha inhibitors 3(0.15)
Biopsy 12 (0.60)
Localization

Multifocal | 17(0.85)
Localizations (n = 66)

Jaw 2(0.03)
Clavicle 3(0.05)
Sternum 2(0.03)
Spine 16 (0.24)
Upper extremity 8(0.12)
Lower extremity 35(0.53)

NSAIDS nonsteroidal anti-inflammatory drugs
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Statistics

In order to compute phylogenetic diversity
distances, unique V4 sequence fragments
were inserted into the reference phyloge-
netic tree of Greengenes version 13.8 99%
sequence identity OTUs [11]. The result-
ing tree was used to compute weighted
and unweighted UniFrac beta distances
and Faith’s PD alpha diversity. Rarefac-
tion curves for all samples were computed
via Faith's PD and an optimal rarefaction
depth of 30,000 reads per sample was
chosen manually, resulting in 66 samples
with suitable read counts, totalling 1638
bacterial features.

PIRCUSt was used to predict the meta-
transcriptome and BugBase to obtain
high-level phenotypes from an OTU table.
To generate this table, unrarefied trimmed
V4 reads were subjected to closed ref-
erence picking via SortMeRNA against
Greengenes version 13.8 97% sequence
identity OTUs through Qiime2 in Qiita.
Nonphylogenetic metrics on predicted
feature tables were used for alpha (Shan-
non, observed OTUs) and beta diversity
(Bray-Curtis) calculation.

Differences in community composition
for groups of samples (i.e. beta diver-
sity) were assessed via pairwise Permanova
tests with 999 permutations as imple-
mented using scikit-bio 0.5.5. Comparison
of alpha diversity values and changes in
beta diversity was done using Mann-Whit-
ney tests as implemented in scipy 1.1.0.

An NCBI Blast was used to assign tax-
onomic labels for selected features. Sig-
nificance was assessed via Mann-Whitney
test.

Results

Baseline and disease characteristics

In this study 20 patients were evaluated
(12 male, 8 female) with a median age of
10.3 years (3—13 years) and 13/20 patients
were examined at 2 time points. Moreover,
oral swabs of 36 healthy subjects (16 male
and 20 female) were taken at time point 0.

Atdisease onset, 95% of all patients had
pain as a leading symptom, swelling of the
disease site was reported in 9 patients, re-
duced range of motion was present in
8 patients, while 5 patients had fever.

Zeitschrift fiir Rheumatologie 3



Reproduced with permission from Springer Nature

Originalien

patient 9 patient 8 patient 7 patient 6 patient 5
patient

patient tent 2

oo)@ e

patient 18 patient tlent

patient 4

-
¥
N
(=]

patients

female

male

tongue center

tongue left

no medication

NSAID

NSAID and other medication
timepoint 0

timepoint 1

control group

Fig. 1 A Study design. Oral swabs of 20 patients were taken at time point 0 from the center and the left side of the tongue.
Thereof,in 13 patients a secend swab was taken from the center and the left side of the tongue at time point 1(3-6 months
after time point 0) and 7 patients did not have a second swab due to loss of follow-up. Furthermore, 36 healthy adults sub-
jects (16 male and 20 female) formed a control group from which oral swabs of the center and the left side of the tongue were
obtained attime point 0. At time point 0, 11 patients received no medication, 7 NSAIDs and 2 NSAIDs and otherimmunomod-
ulatory therapies, such as bisphosphonates or methotrexate. At time point 1,4 patients received no medication, 6 NSAIDs and
3NSAIDs and other medication
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Fig. 2 A Microbial phenotypic differences by patient age group. Patients aged 3-8 years showed significantly more faculta-
tive anaerobic und gram-negative bacteria and less gram-positive bacteria than patients aged 9-14 years, based on BugBase
predictions from 165 read counts (two-sided Mann-Whitney test)

With respect to disease sites, 17 patients
showed a multifocal lesion pattern, with
the spine and lower extremities being the
most common sites. Laboratory studies
showed a normal blood count in 19 pa-
tients. In 8 patients, there was an elevation
of C-reactive protein, while themedian ESR
was 43 mm/h.

The following medications were taken:
all 20 patients received nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs), steroids
were used in 6 patients, 4 patients re-
ceived methotrexate, 2 patients were
treated with TNF inhibitors and 3 patients
received bisphosphonates.

Microbiome studies

Time points 0 and 1

A time course-specific analysis was not
conducted as the number of complete
time series was too low. Instead, paired
samples from the same individual were ei-
ther stratified by time point or both time

points were combined for subsequent spe-
cific analyses.

Role of age and sex

Based on patient age, two subgroups
were formed and analyzed: 3-8 years and
9-14 years (no patient was older than
14 years). The grouping was chosen in
order to be able to differentiate between
patients in the typical age of disease onset
(9-14 years) and a rather unusual age
group (3-8 years).

Analysis of beta diversity revealed a sig-
nificant difference between the age groups
(Bray-Curtis reaches p:0.001). Taxonom-
ically, the group aged 3-8 years (n=18)
showed more gram-negative and faculta-
tively anaerabic bacteria (p: 0.004), while
mare gram-positive bacteria were seen in
the group aged 9-14 years (n=48). See
B Fig. 2 for further information. There was
no gender-specific change in microbiome,
in either alpha or beta diversity (p:0.16).
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Body site

Examination of the oral microbiome was
performed as described above. On the
basis of beta diversity, a significant differ-
ence in microbiota was seen between the
left side of the tongue and the tongue
center (p:0.02). Taxonomically, on the left
side of the tongue more Megasphaera
micronuciformis, Haemophilus sputo-
rum, paraphrohaemolyticus, para, Lach-
noanaerobaculum orale, Corynebac-
terium terpenotabidum and C. argen-
toratense was found, while, in the center,
a predominance of Prevotella histicola,
Fusobacterium periodonticum, Porphy-
romonas pasteti, Solobacterium moorei,
Mogibacterium pumilum, neglectum,
Actinomyces graevenitzii, A.naeslundii,
A.oris and A.viscosus were detected. See
B Table 2.

Disease activity

In order to examine the impact of dis-
ease activity on the microbiome, patients
with and without clinical symptoms were

Zeitschrift fiir Rheumatologie 5
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compared. Due to the small number of
patients with disease activity at the time of
sampling, the detected difference in beta-
diversity calculated on the basis of Bray-
Curtis metric barely reached significance
(p:0.05). Disease activity was measured
by combining subjective pain described
by patient/guardian with the visual ana-
logue scale (VAS), physical examinations
performed by physicians and laboratory
values of inflammation (CRP and ESR).

Medication and change in
microbiome
As patients’ treatment regimens dif-
fered substantially, different treatment
groups were formed: 1. NSAID only;
IIl. NSAID+ (encompassing all combina-
tion therapies, such as methotrexate,
sulfasalazine, TNF-blocking agents and
bisphosphonates); Ill. no therapy. At time
point 0 group | consisted of 7 patients,
2 patients were listed in group Il and
11 patients were included in group IIl.
At time point 1 the groups were built as
follows: 6 patients (group ), 3 patients
(group 11} and 4 patients (group ).
Comparisons of groups | and Il and
groups | and Ill revealed a clear and signif-
icant change of the oral microbiome in pa-
tients who were treated with either NSAID
or NSAID+ as opposed to patients who
were without treatment. Those who were
unmedicated had more abundant aerobic
and less abundant anaerobic bacteria, in
contrast to patients who were treated with
NSAIDS. This effect was clearly observed
using different prediction methods (Bray-
Curtis on PICRUSt predicted Rfam and COG
tables). See @ Fig. 3.
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Control group

As a control group, 36 healthy adult sub-
jects (16 male and 20 female) were ex-
amined. A significant difference was seen
between the patients’ microbiomes and
those of the control group. Regarding the
left side of the tongue, the determined al-
pha diversity of the metric observed_otus
revealed a p-value of 0.01, while the beta
diversity of the metric unweighted_unifrac
revealed a p-value of 0.002 (see B Figs. 4
and 5). This pattern was also found in
swabs taken from the center of the tongue.

Robustness tests—analyzing
independence of variables
Correlating the metadata with different
variables (localization, disease activity,
time point, medication, age, etc) of the
66 samples showed that only medication,
swab and time point slightly correlate
(0.19), as do medication, swab and age
group (0.1). Creating a linear mixed
model and performing a forward-step
redundancy analysis of the first 10 princi-
ple components of Bray-Curtis distances
showed that medication, swab, age group
and localization significantly correlate
with microbial communities, while corre-
lations with sex and disease activity did
not reach significance; however, another
model, considering only disease activity,
identified significant microbial differences
between samples from patients with and
without disease activity at the first time
point.

Discussion

This research paper can be considered a pi-
lot study, providing initial insights into the
oral microbiome in CNO in children and
adolescents. A significant and interesting
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We sampled the oral microbiome, while
most other microbiome studies in chil-
dren and adolescents with rheumatic dis-
eases—mostly dealing with juvenile idio-
pathicarthritis (JIA)—have used stool sam-
ples. Despite confounding factors, such
as intake of food and beverages or den-
tal health, the oral cavity is (the first)
part of the digestive system and there-
fore a representative source encompass-
ing 50-100 billion bacteria and approxi-
mately 700 predominant taxa [12]. The
composition of the oral microbiome may
also be linked to nonoral diseases [13, 14].
Furthermore, easy access to material and
a high return ratio are practical arguments
for our choice, especially in the context of
rheumatoid arthritis, a frequent subject
for microbiome studies [15, 16]. In order
to rule out methedological bias, accurate
and separate handling of the material and
separate wet-lab handling of swabs from
different sites was performed, to enhance
the quality of the data.

We found that there was a significant
difference with respect to the distribution
pattern of commensals in the oral cavity.
This finding shows that the distribution
pattern of microbiota in the oral cavity
seems to follow a distinct pattern. This
pattern has to be anticipated when con-
ducting studies of the oral microbiome.
As most microbiome studies only exam-
ine the intestinal microbiome, this study
presents unique descriptive data from the
oral cavity in CNO. The results of this pilot
study emphasize that an accurate research
design is required for studies of the oral
microbiome, since even small deviations
regarding the smear location can alter the
data. The differences have been shown
before [12, 17, 18] and follow-up studies
will further investigate them.

With respect to patient age, there was
a significant and interesting difference in
microbiota between our subgroups of 3-8
and 9-14 years of age. Whether age-spe-
cific environmental factors, such as food
intake or host immune system, serve as
explanation for this finding is yet to be
answered.
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Finally, the most important finding was
the significant difference in microbiota
composition identified when comparing
samples from patients who were treated
with NSAIDs or NSAIDs plus (+) a disease-
modifying antirheumatic drug (DMARD),
such as methotrexate, sulfasalazine, pred-
nisone or bisphosphonates. Thus, the
use of medication revealed alterations
that show that anti-inflammatory and
immunomodulating strategies, such as
COX-1 and COX-2 inhibition, or inter-
ference with purine metabolism and
downregulation or blockade of proinflam-
matory cytokines may play a measurable
role in the shift of the oral microbiome.
Regression analyses would be necessary to
further confirm this hypothesis; however,
our pilot study only involves a relatively
small sample size where these statistical
methods are of no further benefit. So
in order to further clarify the actual role
of the microbiome in this context, larger
studies with more patients and more
homogeneous cohorts are needed.

No significant differences were seen be-
tween male and female patients; however,

this may also be attributed to the small
sample size.

Altogether, this pilot study provides the
first description of the oral microbiome of
children and adolescents with CNO. This
study adds to the hypothesis that alter-
ations of the microbiome may play a role
in CNO and that the oral microbiome may
be used for a systematic analysis of mi-
crobial changes in autoinflammatory bone
disease, helping to better understand the
complex interplay of genetics, cytokine
dysregulation and environmental factors
in the etiopathogenesis of CNO.

As patients were examined indepen-
dently of disease activity in our study, we
examined two different time points in or-
der to detect an individual change of the
microbiome at different states of disease
activity. The control group consisted of
36 healthy adults, and a significant differ-
ence in microbial composition between
patients and controls was detected; how-
ever, in order to overcome age-dependent
differences an age-matched group should
be the goal for future trials in order to
better verify these findings.
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A shortcoming of our study was the
small sample size and the heterogene-
ity with respect to disease pattern (uni-
focal vs. multifocal). Here, future trials
with a greater sample size and a more ho-
mogeneous group are needed to further
elucidate the actual impact of the micro-
biome and furthermore draw conclusions
regarding different microbial phenotypes.

In the context of juvenile rheumatic
diseases, studies dealing with the role
of the micrabiome in juvenile idiopathic
arthritis, the most common rheumatic
disease in children and adolescents, have
shown interesting results [19, 20]. Re-
cently, a prospective inception cohort of
Dutch and Italian JIA patients has sup-
ported the hypothesis of gut dysbiosis
in JIA. The group showed decreased
richness in samples from patients with
persistent disease activity compared to
healthy controls. A relative increased or
decreased abundance of certain species
(e.g. Erysipelotrichaceae, Allobaculum,
Faecalibacterium prausnitzii) was found
in patients and controls [21].
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Dong et al. presented data on the Further studies in bigger, hemoge-

change of the (intestinal) microbiome in
another autoinflammatory disease, sys-
temic juvenile idiopathic arthritis, demon-
strating microbial differences between
children in two different disease states
(active, inactive) and healthy children [22].

Conclusion

This pilot study of the oral microbiome in
children and adolescents with CNO gen-
erated data regarding the microbiome’s
potential influence on disease activity. Mi-
crobial changes between age groups and
upon introduction of anti-inflammatory
and immunomodulatory medication were
seen.
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neous collectives are needed to further
elucidate the role of the microbiome in
the etiopathogenesis of autoinflamma-
tory disease, in order to ultimately tailor
therapeutic strategies comprising dietary
interventions that may help to achieve
a lasting remission.
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Zu

assung

Ergebnisse einer Pilotstudie zum oralen Mikrobiom bei Kindern und
Jugendlichen mit chronischer nichtbakterieller Osteomyelitis

Ziele: Untersuchung des oralen Mikrobioms von Kindern und Jugendlichen mit
chronischer nicht bakterieller Osteomyelitis (CNO) in Hinblick auf Alter, Geschlecht,
Einfluss von Medikamenten, Krankheitsaktivitat und Abstrichort.

Methoden: Das orale Mikrobiom von 20 Patienten (12 mannlich und 8 weiblich,
mittleres Alter: 10,3 Jahre) und 36 Kontrollen wurde untersucht. Hierflr wurden
Abstriche an zwei unterschiedlichen Stellen der Zunge zu zwei Zeitpunkten
entnommen. Zudem wurden die aktuelle Medikation und die Krankheitsaktivitat

zu beiden Zeitpunkten erhoben. Mit den gewonnenen Proben wurde ein Next-
Generation-Sequencing Hochdurchsatzverfahren des Amplikonsequenzierens der
V4-Region der 165 rRNA durchgefiihrt. Fiir die Berechnung der alpha- und beta-
Diversitaten mit verschiedenen Metriken wurde Qiime2 verwendet.

Ergebnisse: Relative Haufigkeiten konnten bei 975 ,sub-operational taxonomic units”
nachgewiesen werden. Bei unterschiedlicher Medikamenteneinnahme der Patienten
zeigte sich ein signifikanter Unterschied des Mikrobioms (p < 0,02). Zwischen den
Patientengruppen 3-8 Jahre und 9-14 Jahre zeigte sich ebenfalls ein signifikanter
Unterschied der bakteriellen Zusammensetzung. An den unterschiedlichen
Abstrichorten konnten signifikante Unterschiede nachgewiesen werden. Geschlecht
und Krankheitsaktivitat ergaben keine signifikanten Unterschiede in der Mikrobiom-
Zusammensetzung.

Schlussfolgerung: Diese Pilotstudie zeigt erste Daten zum oralen Mikrobiom

bei Kindern und Jugendlichen mit CNO, einer seltenen autoinflammatorischen
Knochenerkrankung. Die Unterschiede, welche zwischen dem Mikrobiom erkrankter
Kinder und dem der erwachsenen Kontrollgruppe gesehen wurden, weisen auf eine
mégliche Rolle des oralen Mikrobioms als potenzieller Biomarker bei chronischer nicht-
bakterieller Osteomyelitis hin.

Schliisselwarter
Mikrobiom - Kinder - CNO - Autoinflammation

2
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4 Diskussion

4.1 Methoden

Als erster Teil des Verdauungstraktes représentiert das orale Mikrobiom einen wichtigen Teil
des Gesamt-Mikrobiom und wurde deswegen in der vorliegenden Studie gewihlt. Es ist
zudem diagnostisch leicht verfligbar und entsprechend gut zu gewinnen. Durch &uf3ere
Einfliisse, wie zum Beispiel Abstand zur Nahrungsaufnahme, Verwendung von
Mundspiillésungen, Tragen einer Zahnspange usw. ist das orale Mikrobiom leicht
beeinflussbar. Bei der Auswertung der Proben lieB sich allerdings erfreulicherweise zeigen,
dass die Daten sehr konsistent und homogen sind. Es ist somit gelungen, diese

Einflussfaktoren gering zu halten.

In den meisten anderen Studien zum Einfluss des Mikrobioms wird allerdings das intestinale
Mikrobiom untersucht. Somit ist der exakte Vergleich des Mikrobioms, im Sinne von

nachgewiesenen Bakterienspezies, zu anderen Studien schwierig.
4.2 Stichprobengrofe

Eine Limitation der Studie ist die Stichprobengréfe. Mit einer Stichprobe von 20 Patienten
ist es sehr schwer Signifikanzen zu erreichen und generelle Aussagen iiber die Erkrankung
zu treffen. Allerdings ist die chronisch nichtbakterielle Osteomyelitis eine sehr seltene
Erkrankung und in der rheumatologischen Ambulanz der Uni-Kinderklinik Diisseldorf
wurden in den letzten 15 Jahren nur insgesamt 34 Patienten mit CNO behandelt. Einige der
Patienten sind mittlerweile erwachsen oder umgezogen, sodass mit einer Stichprobe von 20
Patienten alle an der Klinik zu diesem Zeitpunkt verfiigbaren Patienten eingeschlossen

wurden.
4.3 Kontrollgruppe

In den durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich ein Unterschied des Mikrobioms der
Erkrankten im Vergleich zur gesunden erwachsenen Kontrollgruppe. Ob dieser Unterschied
durch die CNO verursacht wurde, ist nicht abschlieBend zu beantworten. Da sich im

Vergleich der unterschiedlichen Altersgruppen der Patienten ebenfalls ein Unterschied
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zeigte, konnte der gefundene Unterschied zur Kontrollgruppe genauso durch das Alter
erklarbar sein. In Folgestudien sollte daher zur besseren Beurteilbarkeit dieser Problematik

eine altersgleiche Kontrollgruppe gewahlt werden.

Hier ist zu erwigen, ob man - wenn vorhanden - Geschwister als Kontrollgruppe wéhlt. In
einer Studie von Corby et al. [58] wurde das orale Mikrobiom von 102 Zwillingen untersucht
und eine Ahnlichkeit der Zusammensetzung festgestellt, sodass man dies auch bei
Geschwistern erwarten konnte. Ebenso wiren gesunde Kinder im gleichen Alter eine gute

potentielle Kontrollgruppe.
4.4 Einfluss des Ortes

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied im Mikrobiom in der Mitte der Zunge und an der

linken Seite der Zunge.

Dieses Ergebnis hilft nicht die Erkrankung besser zu verstehen, allerdings unterstiitzt es die
Giite der Daten. Auch andere Studien konnen den Nachweis unterschiedlicher Bakterien an
unterschiedlichen Orten im Mund erbringen. So kann zum Beispiel hdufig am Zungenriicken
Streptococcus salivarius isoliert werden [90, 91] und im Bereich der ersten Molaren, also in

der Néhe der seitlichen Zungenpartie, Himophilus parainfluenza [92].

Dadurch zeigt sich auBerdem fiir Folgestudien, wie wichtig das strenge Einhalten eines
definierten Ortes bei der Abstrich-Gewinnung ist. Schon 1-2 cm Abstand fiihren zu

signifikant anderen Ergebnissen.
4.5 Einfluss des Geschlechtes

Die vorliegende Patientengruppe zeigt eine gegenteilige Geschlechterverteilung zu
vorherigen groferen Studien. Jungen sind mit einem Verhiltnis von 1,5:1 hdufiger betroffen.
In einer deutschlandweiten Studie von Jansson et al. waren Méddchen fast doppelt so héufig
wie Jungen betroffen [11]. Daher wire zu diskutieren, ob die vorliegende Studie iiberhaupt
reprasentativ fiir andere Kohorten mit CNO ist. Allerdings zeigt sich in der Untersuchung
der alpha- und beta-Diversititen kein Unterschied zwischen Méddchen und Jungen, sodass

davon auszugehen ist, dass bei einer anderen Geschlechterverteilung gleiche Daten erzeugt
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werden. Auch andere orale Mikrobiomstudien zeigen keinen Unterschied des Mikrobioms

bei unterschiedlichem Geschlecht [93, 94].
4.6 Einfluss des Alters

Um den Einfluss des Alters der Patienten zu untersuchen wurden zwei Altersgruppen von 3-
8 und von 9-14 Jahren gebildet und miteinander verglichen. Diese Gruppen wurden gebildet,
um mit der Gruppe der 9-14-jdhrigen die Patienten im typischen Erkrankungsalter mit denen

im untypischen Erkrankungsalter von 3-8 Jahren zu vergleichen.

Ob der gezeigte Unterschied im Mikrobiom der Patienten durch die Erkrankung oder durch

die Verdnderung des Mikrobioms im Verlauf des Lebens zu erkldren ist, bleibt fraglich.

Wie in Kapitel 1.3 beschrieben wird das Mikrobiom mit Zunahme des Alters durch die
verschiedenen Einfliisse immer vielféltiger [54]. Auch eine Studie des oralen Mikrobioms
im Zusammenhang mit Karies konnte einen Unterschied zwischen verschiedenen
Altersgruppen darstellen. Hier wurden Patienten von 6-7 und 11-12 Jahren untersucht und es
zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied in der Zusammensetzung des Mikrobioms.

[93]

Zum besseren Verstdndnis der Daten in Bezug auf die CNO wire eine altersgleiche
Kontrollgruppe und eine groBere Patientenkohorte sinnvoll, sodass einzelne

Bakterienspezies identifiziert werden kdnnten, um so die genauen Unterschiede festzustellen.
4.7 Einfluss der Krankheitsaktivitat

In den vorliegenden Daten konnte kein Einfluss der Krankheitsaktivitit nachgewiesen
werden. Aufgrund der kleinen Kohorte konnten die durchgefiihrten Tests allerdings nur
niedrige Effektstirken erreichen. Hier sind weitere Untersuchung mit groBBeren Fallzahlen

notwendig, um eine Aussage zum Einfluss der Krankheitsaktivitit treffen zu konnen.

Dies kann einerseits durch eine groflere Stichprobe erreicht werden, andererseits auch durch
die Untersuchung mehrere Zeitpunkte und einheitlichere Definition dieser Zeitpunkte. Klare

Definitionen wiren zum Beispiel: bei Diagnosestellung, 3 Monate nach Therapiebeginn, bei
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Erreichen von klinischer und bildgebender Remission, nach Absetzen der Therapie und bei

Auftreten eines erneuten Schubs.
4.8 Einfluss der Medikamentengabe

Die vorliegenden Daten zeigen eine signifikante Verdnderung des Mikrobioms durch die
Medikamentengabe, vorwiegend NSAR. Aufgrund der kleinen Fallzahl konnte keine genaue
taxonomische Bestimmung der ausschlaggebenden Bakterien erfolgen. Allerdings lassen
sich bei den Patienten mit NSAR weniger aerobe und mehr fakultativ anaerobe Bakterien

nachweisen, sodass dies einen ersten Hinweis auf mogliche Bakterienspecies geben kann.

Eine Studie von Rogers und Aronoff [95] untersucht den Einfluss von verschiedenen
Medikamenten auf das intestinale Mikrobiom. Auch dort zeigt sich eine Verdnderung des
Mikrobioms durch die Einnahme von NSAR. Bei Patienten, welche NSAR einnahmen,
lieBen sich vermehrt Bakterien der Familie Acidaminococcaceae nachweisen [95].
Acidaminococcaceae sind gram-negative anaerobe Bakterien [96]. Dies deckt sich mit den
vorliegenden Ergebnissen, auch hier lassen sich bei den Patienten mit NSAR mehr anaerobe

Bakterien nachweisen.

Die Ergebnisse dieser Studie konnen keine Aussage iiber die kausalen Zusammenhinge
machen. Ob die Verdnderung des Mikrobioms durch die Medikamentengabe nur bei
Patienten mit CNO vorliegt, ist durch die Daten nicht sicher zu kldren. Allerdings ist es in
Zusammenschau mit der Studie von Rogers und Aronoff [95] eher wahrscheinlich, dass eine
Veridnderung des Mikrobioms durch NSAR unabhingig von der zugrunde liegenden

Erkrankung nachzuweisen ist.

Eine unterschiedliche Medikamenteneinnahme bedeutet auch, dass die Erkrankung des
Patienten sich in unterschiedlichen Erkrankungsstadien mit unterschiedlicher
Krankheitsaktivitdt befindet. Somit kann indirekt iiber diese Ergebnisse auch ein moglicher

Einfluss der Krankheitsaktivitiat vermutet werden.
4.9 Vergleich der Ergebnisse mit aktuellen Studien

In der durchgefiihrten Literaturrecherche konnte eine publizierte Studie zum Mikrobiom bei

CNO gefunden werden [27]. Diese wird in Kapitel 1.3 genauer beschrieben. Fiir diese Studie
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wurde das intestinale Mikrobiom von Méusen mit einer Mutation fiir die Entwicklung einer
CNO untersucht. Somit ist die Vergleichbarkeit einerseits durch die unterschiedlichen
Probanden und andererseits durch das unterschiedliche Mikrobiom sehr schwierig. Bei
Lukens et al. wurden die Méduse mit unterschiedlichen Didten ernéhrt und es wurde dadurch
eine Verdnderung des Mikrobioms nachgewiesen beziehungsweise ein Auftreten der CNO
verhindert oder getriggert. In der vorliegenden Studie wurden die Patienten nicht durch
Faktoren, wie Erndhrung, gewollt beeinflusst. Die Erndhrung der Patienten wurde nicht
dokumentiert, so dass auch hier keine direkten Vergleiche stattfinden konnen. Beiden
Studien gemeinsam ist, dass eine Verdnderung und somit ein Einfluss des Mikrobioms
nachgewiesen werden kann, bei Lukens et al. {iber eine Veranderung der Erndhrung und bei

der aktuellen Studie durch eine Verdnderung der Medikamentengabe.

Die in Kapitel 1.3 vorgestellten Studien zum Mikrobiom bei JIA untersuchen, wie die
vorliegende Studie, Patienten und keine Miuse. Auch hier zeigen sich erste Hinweise, dass
Patienten mit JIA ein verdndertes intestinales Mikrobiom aufweisen beziehungsweise, dass
eine Verdnderung des Mikrobioms durch die Einnahme von Antibiotika zum Auftreten von

JIA fiihrt. [73, 74]

Diese Studien konnen bislang nicht abschlieBend den Einfluss des Mikrobioms auf
autoimmune und autoinflammatorische Erkrankungen kléren. Fest steht, dass ein
Zusammenhang besteht. Welcher genau, muss durch Folgestudien genauer untersucht

werden.
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4.10 Schlussfolgerungen

Die zu Beginn der Arbeit aufgestellten Hypothesen konnen nun folgendermaf3en beantwortet

werden:

1. Hypothese: Die Zusammensetzung des Mikrobioms von Erkrankten ist anders als bei einer

gesunden Kontrollgruppe.

Es zeigt sich ein Unterschied im Vergleich des Mikrobioms von Gesunden und

Patienten mit chronisch nichtbakterieller Osteomyelitis im Kindes- und Jugendalter.

2. Hypothese:  Eine  Untersuchung des  Mikrobioms bei  unterschiedlichen

Krankheitsaktivitdten zeigt eine Verdnderung.

Eine Verdnderung des Mikrobioms mit verdnderter Krankheitsaktivitit ist zu

erwarten, konnte aber aufgrund der relativ geringen Stichprobe nicht sicher belegt werden.

3. Hypothese: Die Untersuchung des Mikrobioms bei unterschiedlichen Altersklassen zeigt

Unterschiede.

Bei Patienten unterschiedlichen Alters kann eine Verdnderung des Mikrobioms

beobachtet werden.

4. Hypothese: In dieser Studie wurden zwei sehr benachbarte Orte auf der Zunge gewdhlt,

dies diirfte keine groe Verdanderung des Mikrobioms bewirken.

Die exakte Definition der Abstrich-Orte ist essentiell fiir eine gute Auswertung der

Daten.

28



5. Hypothese: Patienten mit unterschiedlicher Medikation miissten korrespondierend zu den

Aussagen in Punkt 2 eine Verdanderung im Mikrobiom zeigen.

Durch die Medikamenteneinnahme kann eine Verdnderung des Mikrobioms

beobachtet werden.

Als eine der ersten Studien zum oralen Mikrobiom bei chronisch nichtbakterieller
Osteomyelitis zeigt sich, dass eine Verdnderung des Mikrobioms durch die
Medikamentengabe erfolgt. Es konnte weiterhin ein unterschiedliches Mikrobiom bei
Erkrankten im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Die
Daten lassen auch vermuten, dass ein Zusammenhang zwischen Krankheitsaktivitidt und
Mikrobiom besteht, hier sind noch weitere Untersuchungen notwendig. Somit kann die

Frage, ob das Mikrobiom die CNO beeinflusst, nicht abschlieBend beantwortet werden.

Durch Studien mit gréBeren Kohorten, klaren definierten Zeitpunkten und ggf. einer
Untersuchung des intestinalen Mikrobioms sollten diese Fragestellungen weiterhin gepriift

werden, um die Entstehung der CNO besser zu verstehen.
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Anhang

Anlage 1

i

HEINRICH HEINE

UNIVERSITAT DUSSELDORE

Klinik fiir Kinder-Onkologie, - Himatologie und Klinische Immunologie
Patientenaufklirung fiir Kinder von 6-12 Jahren

Untersuchung des Mikrobioms der Mundhdéhle bei Patienten mit chronischer nichtbakterieller
Osteomyelitis

Liebe/r Patient/in,

bei dir wurde eine chronische nichtbakterielle Osteomyelitis diagnostiziert. Das ist die Krankheit,
durch die dir manchmal deine Knochen wehtun und wegen der du so hiufig hier hinkommen musst.
Leider wissen wir Arzte und Studenten bisher noch nicht genug iiber die Krankheit und kénnen dir
deswegen gar nicht genau sagen, warum du diese Krankheit hast.

Ich bin Medizinstudentin und mdchte nun gemeinsam mit deinen behandelnden Arzten, im Rahmen
einer Studie, versuchen mehr iiber die Erkrankung herauszufinden. Dazu wiirden wir gerne
untersuchen, was fiir Bakterien in deinem Mund wohnen und, ob diese womdoglich etwas mit der
Krankheit zu tun haben. Durch deine Teilnahme an der Studie konntest du uns helfen mehr {iber die
Krankheit zu erfahren und wir konnten dir vielleicht die Frage beantworten, warum ausgerechnet du
diese Krankheit bekommen hast.

Wir benétigen dazu sogenannte Biirstenabstriche von deiner Wange und deiner Zunge. Die Abstriche
machen wir mit einer kleinen Zahnbiirste. Wir putzen einmal iiber deine Wange und deine Zunge.
Das kann etwas kitzeln oder ganz selten auch mal bluten. Die Abstriche werden wir dann im Labor
nach den Bakterien in deinem Mund untersuchen.

Bei deinem néichsten Termin hier bei uns, werden wir die Abstriche noch einmal wiederholen, um
dadurch unterschiedliche Aktivititen deiner Erkrankung zu erfassen.

AuBerdem wiirden wir noch ein bisschen Blut untersuchen. Wir werden dich hierfiir aber nicht extra
stechen, sondern einfach nur ein paar weitere Rohrchen bei deiner ganz normalen Blutentnahme mit
abnehmen. Fiir dich besteht dadurch kein Risiko, das Blut wird von deinem Korper ganz schnell
nachproduziert.
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Ob du an der Studie teilnehmen mdochtest, kannst du mit deinen Eltern entscheiden. Niemand zwingt
dich dazu und es hat auch keinen Einfluss auf deine weitere Betreuung hier in der Kinderklinik. Hast
du dich fiir die Teilnahme entschieden und du merkst spéter, dass du das doch nicht willst, so kannst
du uns jederzeit Bescheid sagen.

Auf keinen Fall werde ich deine Ergebnisse und Daten an andere Personen weitergeben. Daten sind
zum Beispiel deine personlichen Angaben, wie du mit Vor- und Nachnamen heifit, wann du
Geburtstag hast oder welche Krankheit du hast. Diese Daten gehen nicht jeden etwas an, nur
diejenigen, denen du das erlaubst oder denen du vertraust. Ich wiirde meine Ergebnisse spater gerne
in einer Zeitschrift fir Arzte veroffentlichen, aber dort werden nur pseudonymisierte Daten
verwendet. Das bedeutet, dass man nicht mehr weill zu welchem Kind welche Daten gehort haben.
Es soll nur darum gehen, die neuen Erkenntnisse iiber die Erkrankung an andere Arzte weiterzugeben.

Falls du und deine Eltern mit dieser Untersuchung einverstanden sind, mochten wir deine Eltern
bitten, die beigefiigte Einverstandniserkldrung zu unterschreiben. Wenn Du noch weitere Fragen hast,
kannst du uns gerne jederzeit ansprechen.

Vielen Dank fiir Deine Hilfe!

Mona Zeus Dr. Prasad T. Oommen

Doktorandin der Kinderklinik Diisseldorf Oberarzt Kinderrheumatologie
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Anlage 2

: e
o
HEIMNRICH HEINE

UNIVERSITAT DUSSELDORE

Klinik fiir Kinder-Onkologie, - Himatologie und Klinische Immunologie

Patientenaufklirung fiir Eltern

Untersuchung des Mikrobioms der Mundhohle bei Patienten mit chronisch nichtbakterieller
Osteomyelitis

Liebe Eltern,

bei Threm Kind wurde eine chronische nichtbakterielle Osteomyelitis diagnostiziert. Wie Sie
wahrscheinlich wissen, ist zur Entstehung und Therapie dieser Erkrankung noch nicht genug bekannt.
Im Rahmen einer Doktorarbeit an der Uni-Kinderklinik Diisseldorf mdchten wir nun diese
Erkrankung weiter klassifizieren und verstehen. Hierzu zdhlt unter anderem auch die Untersuchung
des Mikrobioms, also der normalen Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaften der
Mundflora. Eine Studie an Miausen hat bereits gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen dem
Auftreten der Erkrankung und einer bestimmten mikrobiellen Besiedlung des Mundes bestehen
konnte. Diesen mdglichen Zusammenhang mochten wir nun an unseren Patienten mit
nichtbakterieller Osteomyelitis untersuchen.

Durch Ihr Einverstindnis fiir die Teilnahme an der Studie und die damit verbundenen neuen
Erkenntnisse iiber das Mikrobiom bei chronisch nichtbakterieller Osteomyelitis, konnten Sie uns
helfen die Entstehung der Erkrankung besser zu verstehen und vielleicht auch einen Beitrag zur
Verbesserung der Behandlung erzielen.

Fiir die Studie bendtigen wir ca. 10 Milliliter Blut und Biirstenabstriche des Mundes. Es ist fiir diese
Studie keine gesonderte Blutabnahme nétig, sondern es werden im Rahmen der Routinekontrolle
zusatzliche Blut-Rohrchen mit abgenommen.

In der zusétzlichen Entnahme weniger Milliliter Blut besteht kein gesundheitliches Risiko, sie wird
vom Korper nicht bemerkt und rasch wieder ausgeglichen.

Die Biirstenabstriche machen wir mit einer weichen Biirste an der Wangenschleimhaut und der
Zunge. Das kann etwas kitzeln. Bei Menschen mit sehr geringen Thrombozytenzahlen kann es zu
leichten, aber unbedenklichen, lokalen Blutungen kommen.

Die Abstriche wiirden wir gerne zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten vornehmen, um
unterschiedliche Krankheitsaktivititen erfassen zu konnen. Beim nichsten Vorstellungstermin hier
steht daher ein erneuter Abstrich an.

Uber die Abstriche wird das Mikrobiom untersucht. Hierzu wird im Labor nach Bakterien-DNA
gesucht, sodass man dadurch eine genaue Klassifikation der mikrobiellen Zusammensetzung im
Mund vornehmen kann.
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Zusétzlich werden wir zur genaueren Charakterisierung eine Datenanalyse, der in der Vergangenheit
erhobenen Befunde, durchfiihren. Hierzu werden wir zum Beispiel Erkrankungsalter, Symptome,
Medikamenteneinnahme, MRT- und Laborbefunde usw. erheben und auswerten.

Als Vergleichsgruppe wiirden wir die Biirstenabstriche gerne auch bei Ihnen durchfiihren. Wir gehen
davon aus, dass sich das Mikrobiom innerhalb einer Familie dhnelt und hoffen so, die bei Ihrem Kind
auslosenden Faktoren besser identifizieren zu kénnen.

Die Teilnahme an der Studie ist selbstverstindlich vollkommen freiwillig und hat keinen Einfluss auf
die zukiinftige Betreuung an unserer Klinik. Sollten Sie sich fiir eine Teilnahme an der Studie
entschieden haben und mochten dies spéter zurticknehmen, so kann auch das ohne Nachteil erfolgen.
Die Proben werden dann entsorgt, bzw. schon erhobene Ergebnisse geldscht.

Um den Datenschutz zu wahren, werden die erhobenen Daten streng vertraulich behandelt. Es werden

keine Personendaten an Dritte aulerhalb der Universitétsklinik Diisseldorf weitergegeben. Lediglich
pseudonymisierte Daten und Probenmaterial werden an akademische Kooperationspartner oder fiir
Analysezwecke an spezialisierte Labore weitergeleitet. Die Ergebnisse der Studie sollen in
Fachzeitschriften publiziert werden.

Falls Sie mit dieser Untersuchung einverstanden sind, mochten wir Sie bitten, die beigefiigte
Einwilligungserkldrung zu unterschreiben. Fiir alle weiteren Fragen stehen wir Thnen
selbstverstindlich jederzeit zur Verfiigung.

Vielen Dank fiir Ihre Hilfe!

Mona Zeus Dr. Prasad T. Oommen

Doktorandin der Kinderklinik Diisseldorf Oberarzt Kinderrheumatologie
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Anlage 3
Klinik fiir Kinder-Onkologie, - Himatologie und Klinische Immunologie
Patientenaufklirung fiir Kinder/Jugendliche von 12-17 Jahre

Untersuchung des Mikrobioms der Mundhoéhle bei Patienten mit chronischer nichtbakterieller
Osteomyelitis

Liebe/r Patient/in,

bei Dir wurde eine chronische nichtbakterielle Osteomyelitis diagnostiziert. Wie Du wahrscheinlich
weillt, ist zur Entstehung und Therapie dieser Erkrankung noch nicht genug bekannt. Im Rahmen
einer Doktorarbeit an der Uni-Kinderklinik Diisseldorf mochten wir nun diese Erkrankung weiter
klassifizieren und verstehen. Hierzu zédhlt unter anderem auch die Untersuchung des Mikrobioms,
also der normalen Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaften der Mundflora. Eine Studie
an Méusen hat bereits gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Erkrankung und
einer bestimmten mikrobiellen Besiedlung des Mundes bestehen konnte. Diesen moglichen
Zusammenhang mochten wir nun an unseren Patienten mit nichtbakterieller Osteomyelitis
untersuchen.

Durch Dein Einverstindnis flir die Teilnahme an der Studie und die damit verbundenen neuen
Erkenntnisse iiber das Mikrobiom bei chronischer nichtbakterieller Osteomyelitis, konntest Du uns
helfen die Entstehung der Erkrankung besser zu verstehen und vielleicht auch einen Beitrag zur
Verbesserung der Behandlung erzielen.

Fiir die Studie benétigen wir ca. 10 Milliliter Blut und Biirstenabstriche des Mundes. Es ist fiir diese
Studie keine gesonderte Blutabnahme nétig, sondern es werden im Rahmen der Routinekontrolle
zusitzliche Blut-R6hrchen mit abgenommen.

In der zusétzlichen Entnahme weniger Milliliter Blut besteht kein gesundheitliches Risiko, sie wird
vom Korper nicht bemerkt und rasch wieder ausgeglichen.

Die Biirstenabstriche machen wir mit einer weichen Biirste an der Wangenschleimhaut und der Zunge
ab. Das kann etwas kitzeln. Bei Menschen mit sehr geringen Thrombozytenzahlen kann es zu
leichten, aber unbedenklichen, lokalen Blutungen kommen. Die Abstriche wiirden wir gerne zu zwei
unterschiedlichen Zeitpunkten vornehmen, um unterschiedliche Krankheitsaktivititen erfassen zu
konnen. Beim nichsten Vorstellungstermin hier steht daher ein erneuter Abstrich an.

Uber die Abstriche wird das Mikrobiom untersucht. Hierzu wird im Labor nach Bakterien-DNA
gesucht, sodass man dadurch eine genaue Klassifikation der mikrobiellen Zusammensetzung im
Mund vornehmen kann.

Zusétzlich werden wir zur genaueren Charakterisierung eine Datenanalyse, der in der Vergangenheit
erhobenen Befunde, durchfiihren. Hierzu werden wir zum Beispiel Erkrankungsalter, Symptome,
Medikamenteneinnahme, MRT- und Laborbefunde usw. erheben und auswerten.
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Deine Teilnahme an der Studie ist selbstverstidndlich vollkommen freiwillig und hat keinen Einfluss
auf die zukiinftige Betreuung an unserer Klinik. Solltest Du sich fiir eine Teilnahme an der Studie
entschieden haben und mochtest dies spéter zurticknehmen, so kann auch das ohne Nachteil erfolgen.
Die Proben werden dann entsorgt, bzw. schon erhobene Ergebnisse geldscht.

Um den Datenschutz zu wahren werden die erhobenen Daten streng vertraulich behandelt. Es werden

keine Personendaten an Dritte aulerhalb der Universitétsklinik Diisseldorf weitergegeben. Lediglich
pseudonymisierte Daten und Probenmaterial werden an akademische Kooperationspartner oder fiir
Analysezwecke an spezialisierte Labore weitergeleitet. Die Ergebnisse der Studie sollen in
Fachzeitschriften publiziert werden.

Falls Du mit dieser Untersuchung einverstanden bist, méchten wir Dich und deine Eltern bitten, die
beigefiigte Einverstandniserklarung zu unterschreiben. Fiir alle weiteren Fragen stehen wir Dir gerne
selbstverstindlich jederzeit zur Verfiigung.

Vielen Dank fiir Deine Hilfe!

Mona Zeus Dr. Prasad T. Oommen

Doktorandin der Kinderklinik Diisseldorf Oberarzt Kinderrheumatologie
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Anlage 4

Einwilligungserklirung

“Untersuchung des Mikrobioms der Mundhohle bei Patienten mit chronischer nichtbakterieller
Osteomyelitis*

Ich erklare hiermit, dass ich auf fiir mich verstandliche Weise, miindlich und schriftlich {iber die Art,
das Ziel, die Risiken und Belastungen der Untersuchung aufgeklédrt worden bin. Meine Fragen sind
zur Zufriedenheit beantwortet worden. Die zu dieser Erkldrung gehorende schriftliche Information
wurde mir ausgehéndigt. Ich willige vollkommen freiwillig ein, an dieser Untersuchung
teilzunehmen. Ich behalte mir dabei das Recht vor, dass ich diese Zustimmung ohne Angaben von
Griinden zuriickziehen kann.

Einwilligungserkldrung zum Datenschutz

1) Ich willige ein, dass im Rahmen dieser Studie erhobene Daten, insbesondere medizinische Befunde
von mir, in Papierform oder auf elektronischen Datentrdgern in der Klinik fiir Kinder-Onkologie, -
Héamatologie und Klinische Immunologie des Universitdtsklinikums Diisseldorf aufgezeichnet und
gespeichert werden. Fiir die wissenschaftliche Auswertung diirfen diese Daten pseudonymisiert
verwendet werden.

2) Ich weil, dass ich jederzeit und ohne Angabe von Griinden die Einwilligung in die Aufzeichnung,
Speicherung und Verwendung der Daten widerrufen kann. In diesem Falle werden meine Daten
unverziiglich geldscht und die Proben vernichtet.

3) Ich willige ein, dass meine Daten nach Beendigung oder Abbruch der Studie noch 10 Jahre
aufbewahrt werden. Danach werden diese personenbezogenen Daten geldscht, soweit dem nicht
gesetzliche, satzungsmiBige oder vertragliche Aufbewahrungsfristen entgegenstehen.

......................... (Datum)......ccceeevveeeiiecieeciee et (UNIEETSChrifE Patient)

......................... (Datum).......cccceeeveeeveeecreeeieeeveesnneennenn(Unterschrift Erziehungsberechtigter)

Ich habe miindliche und schriftliche Erklarungen zu dieser Untersuchung vorgenommen. Ich erklare
mich bereit, noch aufkommende Fragen iiber diese Untersuchung nach meinem Vermdgen zu
beantworten.

NAME DOKLOTANAIN/ATZL: ...ttt ettt ae et ae s e s e sesesereasseseeeeas

.......................... (Datum) .....cccceeevveevieeieesiieeceeeveeevee e nnnn(Unterschrift Doktorandin/ Arzt)

Kontaktadresse fiir Widerruf: Dr. P. T. Oommen, Klinik fiir Kinder-Onkologie, -Hadmatologie und Klinische
Immunologie Moorenstr. 5, 40225 Diisseldorf, Tel. 0211 811829
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