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1 Einleitung

1.1 Atopische Dermatitis

1.1.1 Allgemeines und Epidemiologie

Das atopische Ekzem (synonym: atopische Dermatitis, deutsch: Neurodermitis) (AE,
AD) beschreibt eine entziindliche, chronisch-rezidivierende Hauterkrankung. Sie tritt
allein oder in Kombination mit anderen atopischen Krankheitsbildern wie
Rhinoconjunctivitis allergica oder allergischem Asthma auf. (Ferreira et al., 2017) Die
sukzessive Entwicklung der Erkrankungen des atopischen Formenkreises wird als

,atopischer Marsch* bezeichnet. (Bieber, 2010)

Klinisch imponiert die AD durch Juckreiz, Hauttrockenheit, erosiv-lasionale
Hautveranderungen, Exkoriationen, Ekzemmorphe und Lichenifikation. Pravalenzen von
bis zu 20% bei europdischen Kindern und Jugendlichen und von bis zu 8% bei
Erwachsenen verdeutlichen die gesellschaftliche und alltagliche Relevanz dieser Haut-
und Umwelterkrankung (Bylund et al., 2020, Kowalska-Oledzka et al., 2019, Barbarot et
al., 2018).

Die AD manifestiert sich haufig schon ab dem dritten Lebensmonat. Typische
Auspragungen bei Neugeborenen sind ,Milchschorf‘ an Gesicht und Kapillitium, sowie
exsudative, teilweise sekundar impetiginisierte Ekzeme an den Streckseiten der
Extremitaten und am Stamm. (Siehe Abbildung 2)

Wahrend ein Grofdteil der Patienten und Patientinnen lediglich mild oder moderat
betroffen sind, haben schwere Krankheitsausprdgungen auch starke psychische
Auswirkungen auf die Betroffenen. So schranken qualender Juckreiz, Schlafverlust
sowie Hautinfektionen die Lebensqualitéat des Kindes und der Eltern erheblich ein (Ring
et al., 2019, Drucker et al., 2017).

Im Kindesalter sind vor Allem die Beugen der grofRen Gelenkflexuren typische
Lokalisationen eher trockener Ekzeme. (Siehe Abbildung 2) Bei einem grof3en Teil der
Betroffenen kommt es wahrend der Adoleszenz zur Remission (Kim et al., 2016). Jedoch
kann die AD auch bis ins Erwachsenenalter chronisch-rezidivierend symptomatisch
bleiben (Augustin et al., 2015). Erstmanifestationen im Erwachsenenalter werden von
25% der betroffenen Erwachsenen beschrieben (Lee et al., 2019). Der prozentuale Anteil
schwer betroffener Patienten und Patientinnen nimmt dabei leicht zu (Barbarot et al.,
2018).
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N i ; . .
Abbildung 1: A Betroffen ist die Beugeseite des Knies, es zeigen sich multiple, teils zu Plaques
konfluierende, unscharf begrenzte erythematdse, teils exkoriierte Papeln im Sinne eines typischen
Beugeekzems bei atopischer Dermatitis B Junger Patient mit klassischer Manifestation einer atopischen
Dermatitis im Sauglingsalter, sowie typischer Aussparung des Windelbereiches.
Quelle: mit der freundlichen Genehmigung von Altmeyers Enzyklopéadie

Die Ekzemlokalisationen ,wandern“ im Laufe des Lebens. Im Erwachsenenalter
prasentieren sich Ekzeme eher lichenifiziert an Handen und Fufen, sowie im Lid- und
Halsbereich (Ramirez-Marin und Silverberg, 2022). Wahrend der Adoleszenz belasten
zunehmend psychosoziale Faktoren wie Stigmatisierung die Betroffenen und kénnen zu

Vermeidungs- und Ruckzugsverhalten fihren (Mitchell, 2018).

Ak Ad

Séauglinge Kinder Erwachsene

adaptiert nach Braun-Falco Dermatologie

Abbildung 2 Ekzemlokalisationen und Pradilektionsstellen der atopischen Dematitis in Abhangigkeit des
Alters. Grafik erstellt von RR in Biorender.com (adaptiert nach Braun-Falco Demrmatologie)
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1.1.2 Pathophysiologie

Die AD ist eine heterogene Erkrankung der eine Vielzahl von Faktoren zu Grunde liegen
kénnen. Die Diagnhose erfolgt klinisch mit Hilfe der Kriterien von Hanifin und Rajka
(Hanifin und Rajka, 1980). Es sind keine sicheren, diagnostischen Laborparameter
verfugbar. Zwar kann die AD mit einem erhdhten Immunglobulin E (IgE) -Spiegel einher
gehen, eine Unterscheidung der AD-Typen in intrinsische und extrinsische (IgE-
assoziierte) AD bleibt allerdings weiterhin umstritten (Wuthrich und Schmid-
Grendelmeier, 2003). Der Schweregrad der atopischen Dermatitis wird mit Hilfe von
standardisierten Scores, wie SCORingAtopicDermatitis (SCORAD), strukturiert erfasst
(Siehe Abbildung 4). Der SCORAD bildet dabei sowohl subjektive (Juckreiz und
Schlafverlust) als auch objektive (befallene Kdrperflache) Symptome ab (European Task
Force on Atopic Dermatitis, 1993). Ab einem SCORAD-Score grof3er 50 wird die AD als

schwer eingestuft.

Fur das pathophysiologische Verstandnis der atopischen Dermatitis ist die
synergistische Betrachtung der genetisch bedingten, epidermalen Barrierestérungen,
der Tw-mediierten Entziindungsvorgange, des Hautmikrobioms und der Umweltfaktoren
entscheidend (Eyerich et al., 2018).

Genetische Pradisposition bildet den wichtigsten Risikofaktor flr die Entwicklung einer
AD. In genetisch identischen Zwillingen konnte eine Konkordanzrate von bis zu 75%
nachgewiesen werden (Elmose und Thomsen, 2015). Der Hydrolipidfilm, auch
»oaureschutzmantel“ der Haut sorgt in den meisten Hautarealen fur einen sauren pH-
Wert und tragt zum mikrobiellen Gleichgewicht bei. Mutationen in Strukturproteingenen
wie z.B. im Filaggrin-Gen konnen ursachlich fur Veradnderungen der
Keratinozytenstruktur und verminderte Hauthydratation sein (Palmer et al., 2006). Diese
wiederum fuhrt zu einem erhéhten Haut-pH-Wert. Dadurch aktivierte Proteasen (z.B.
Kallikreine) hemmen die Sekretion von Lamellenkorperchen (Quiroz et al., 2020). Folge
sind eine abnorme Lipidzusammensetzung, sowie eine gestdrte Hautbarriere. Neben
Filaggrin-Mutationen ist eine Vielzahl weiterer Mutationen mit der AD assoziiert. Sie
betreffen die Hauthomdostase, Strukturproteine und Bausteine der adaptiven und

angeborenen Immunantwort (Paternoster et al., 2015).

Die Keratinozyten der Haut sind als immunologisch aktive Zellen zu verstehen und
interagieren mit der angeborenen und adaptiven Immunitat. Als Teil der Hautbarriere
erhalten sie ein sensibles Gleichgewicht der Pathogenabwehr und Immuntoleranz
(Bitschar et al., 2017). Im Rahmen einer Barrierestdrung aktiviert die Herabregulierung

von E-Cadherin die Freisetzung von Thymisch-stromalen Lymphopoietin (TSLP) , IL-25



1 Einleitung 8

und IL-33 aus den Epithelzellen (Eyerich et al., 2018). Hierdurch wird die Signalkaskade
zur Freisetzung von Tw2-Zytokinen (IL4, IL5 und IL13) durch lymphoide Zellen der
angeborenen Immunitdt vom Typ 2 ausgeldst (Morita et al., 2016). Folge sind
Entziindungsprozesse der Haut, welche auf unterschiedlichem Wege zu einer weiteren
Verschlechterung der Hautbarriere beitragen. Die Modulation der Tn2-lImmunantwort
durch zielgerichtete, monoklonale Antikdrper bildet deshalb einen effektiven

Angriffspunkt der modernen Systemtherapie. (Siehe Abbildung 3)

Die gestorte Hautbarriere und ablaufenden Entzindungsprozesse fuhren haufig zur
Sensibilisierung der Betroffenen durch Umweltallergene Uber Hautkontakt (Jin et al.,
2009). Diese wiederum konnen die ablaufenden Entzindungsprozesse und die

Juckreizsymptomatik weiter verstarken.

Seit den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts wird in den industrialisierten Landern eine
steigende Pravalenz allergischer und entziindlicher Erkrankungen beobachtet. Wahrend
lange Zeit die sogenannte Hygienehypothese als Erklarung fir diesen Anstieg
herangezogen wurde, lassen sich viele Phdnomene nur unzureichend durch diese
erklaren (Renz und Skevaki, 2021). Ein Beispiel ist die steigende Pravalenz auch in
Weltregionen mit geringeren Hygienestandards (Wong et al., 2013). Ein
mehrdimensionaler  Erklarungsansatz  wird im Rahmen der epithelialen
Barrierehypothese diskutiert (Akdis, 2021). Diese berlcksichtigt zur Erklarung
steigender Pravalenzen die Bedeutung erhohter Expositionen gegeniber Ausldsern und
Umweltschadstoffen (wie Dieselpartikel oder Mikroplastik) bei beeintrachtigter
Hautbarriere. Zur Expositionsminderung werden neben der Vermeidung der Schadstoffe
die Regulierung der Expositionsmengen oder die Verwendung von Ersatzstoffen

vorgeschlagen.

Die epidermale Barrierestérung wechselwirkt direkt mit dem Hautmikrobiom. So bildet
einerseits die gestorte Hautbarriere die Grundlage fur mikrobielle Dysbalance zugunsten
von S. aureus. Andererseits tragt S. aureus selbst zu einer Verschlechterung der

Barrierefunktion bei. (Nakamura et al., 2013)
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Abbildung 3 Wechselwirkungen des Hautmikrobioms und der TH2-Immunitat bei atopischer Dermatitis. (1)
Die genetisch bedingte Barrierestérung der Haut férdert das Wachstum des Bakteriums S. aureus, das
seinerseits zur Schadigung der Hautbarriere und zu entziindlichen Prozessen der Haut beitragt. (2;3)
Entziindliche Prozesse stimulieren die Expression von TSLP, IL-25 und IL-33 in Keratinozyten. (4) Unter
anderem diese Zytokine induzieren die Differenzierung naiver T-Helferzellen (THO-Zellen) in T-Helferzellen
vom Typ 2 (TH2-Zellen). (5) TH2-Zellen exprimieren die proinflammatorischen Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13.
(A) IL-4 fordert in einem sich selbst verstarkenden Kreislauf die Differenzierung weiterer naiver THO-Zellen.
(B) IL-4 und IL-13 hemmen die Expression des Zellmatrixproteins Filaggrin. Dies fuhrt zu einer weiteren
Verschlechterung der Barriereeigenschaften der Haut. (C) IL-4 und IL-13 hemmen die Sekretion
antimikrobieller Peptide (AMPs) wie Cathelicidin und B-Defensin 2 und férdern so die Uberwucherung mit S.
aureus. (D) IL-4 induziert die Differenzierung von B-Zellen und regt diese zur Produktion von
Immunglobulinen des Typs E (IgE) an. Diese ldsen wiederum durch Bindung an Mastzellen die
Degranulation und Histaminfreisetzung aus. Histamin wirkt proinflammatorisch und induziert Juckreiz.
Kratzen ist die Folge des Juckreizes. Die mechanische Irritation der Hautbarriere treibt die Entzindung und
Barrierestérung weiter voran.

Grafik erstellt von RR in Biorender.com
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1.2 Das Hautmikrobiom

1.2.1 Allgemeines

Das menschliche Hautmikrobiom umfasst ein Okosystem aus einer Vielzahl von Pilzen,
Bakterien und Viren. Es bildet zusammen mit der Haut eine wesentliche, vielschichtige
Barriere- und Grenzschicht zu unserer Umwelt. (Harris-Tryon und Grice, 2022). Dabei
hindert es pathogene Mikroorganismen an der Besiedlung und férdert Toleranz und
Gleichgewicht des Immunsystems (Belkaid und Segre, 2014). Weiterhin fuhrt die
Herstellung von Stoffwechselprodukten durch Kommensalen zu einem spezifischen
Hautmilieu (Grice und Segre, 2011). In Folge einer gestorten Barrierefunktion und eines
veranderten Hautmilieus kommt es zu mikrobieller Dysbalance und Fehlbesiedlungen,
sowie zur Entwicklung von Hauterkrankungen oder Infektionen (Plewig et al., 2017,
Alexander et al., 2020). Seit langem wird durch Arzte und Arztinnen, bei gestorter
Hautbarriere eine vermehrte Anfalligkeit von Patienten und Patientinnen gegeniber
viralen und bakteriellen Hautinfektionen beobachtet (Ring et al. 2012, Braun Falco
Dermatologie). Prominente Beispiele bilden das Eczema hepeticatum durch Herpesviren

oder die Impetigo bei bakterieller Superinfektion des atopischen Ekzems.

Die Kolonisation unserer Haut durch Bakterien beginnt mit der Geburt. So konnten
Unterschiede im Mikrobiom von Neugeborenen in Abhéngigkeit des Geburtsvorgangs
beobachtet werden. Im Rahmen natirlicher Geburten erfolgt die Ubertragung der
mutterlichen Vaginalflora auf das Neugeborene. Fiur Kinder die durch Kaiserschnitt auf
die Welt kommen wurde gezeigt, dass das Hautmikrobiom dem der Mutter ahnelt
(Mueller et al., 2015). Der Einfluss dieser Unterschiede auf die Hautgesundheit des
Kindes bleibt allerdings umstritten. Zwar konnte fir einige Studien eine Assoziation von
sectio cesarea und hoheren Raten von atopischen Erkrankungen zeigen. Fur andere
Metaanalysen konnte dieser Zusammenhang bei der AD jedoch nicht bestétigt werden
(Mubanga et al., 2023, Bager et al., 2008, McCauley et al., 2022).

Wahrend der Kindheit pragt vor allem das familiare Umfeld das Hautmikrobiom (Abeles
et al., 2016). Im Rahmen pubertarer, hormoneller Veranderung veréandert sich auch die
Mikroumgebung der Haut. Folglich sind auch Veréanderungen der bakteriellen
Zusammensetzung des Hautmikrobioms beobachtbar (Park et al., 2022). So nimmt mit
der hormonell-gesteigerten Sebumproduktion auch die Expansion fettliebender
Bakterien (z.B. C. acnes) und Pilze (z.B. Mallassezia), in Sebum-reichen Hautarealen,
zu (Park et al., 2022, Oh et al., 2012). Welche hautphysiologischen Verédnderungen
wahrend der Pubertat zu einer Remission der AD fiihren, bedarf jedoch weiterer
Forschung.
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Im Laufe der letzten Jahre wurde zunehmend die Bedeutung des Mikromilieus fur das
Hautmikrobiom deutlich. So werden anhand der physiologischen Eigenschaften fettige,
feuchte und trockene Hautareale unterschieden (Grice und Segre, 2011). Kommensalen
der Haut haben eine Vielzahl von Mechanismen entwickelt, um das Uberleben unter
nahrstoffarmen und unwirtlichen Bedingungen zu ermdglichen. Propionibakterien (v.a.
Cutibacterium acnes) sind auf die Talgproduktion des Wirtes angewiesen und treten
besonders in Sebum-reichen Arealen der Haut auf (Mukherjee et al., 2016).
Staphylokokken besitzen hingegen eine Salztoleranz. Dies ermdoglicht ihnen das
Uberleben in schweilfeuchten Arealen (Scharschmidt und Fischbach, 2013). Beim
Befall feuchter Hautareale in den Arm- und Kniebeugen (den s.g. Pradilektionsstellen
der AD) kommt diese zu tragen (Kong et al., 2012).

Staphylokokkus epidermidis und Cutibacterium acnes sind nur zwei Spezies einer
Vielzahl auf der Haut lebender Kommensalen (Oh et al., 2014). Die Interaktion innerhalb
der Bakterien des Hautmikrobioms ist komplex. So wurden fur antimikrobielle
Substanzen, Koagulase-negativer Staphylokokken (KNS), wachstumshemmende
Effekte auf den pathogenen Hautkeim S. aureus bereits mehrfach beschrieben (lwase
et al., 2010, Zipperer et al., 2016). Dabei ist auch das Zusammenspiel mit kérpereigenen
AMPs flr die mikrobielle Balance wichtig. Ein Versagen dieser Mechanismen wird mit
mikrobieller Dysbalance und Uberwucherung durch S. aureus bei der AD assoziiert
(Nakatsuiji et al., 2017).

1.2.2 Rolle des Hautmikrobioms bei atopischer Dermatitis

Die Assoziation von AD und mikrobieller Dysbalance ist bereits seit Uber 50 Jahren
bekannt (Aly et al., 1977). So konnte im Hautmikrobiom von Patientinnen und Patienten
mit AD in 90% der Falle S. aureus nachgewiesen werden (Leyden et al., 1974, Totté et
al.,, 2016). Im Kontrast dazu zeigen Hautgesunde ein diverses Mikrobiom mit einer
groBeren Prasenz Koagulase-negativer Staphylokokken wie S. epidermidis. oder S.
hominis (Higaki et al., 1999). Bei Kindern geht eine verstarkte Hautbesiedlung mit S.
aureus mit ausgepragteren Schuben der AD einher (Kong et al., 2012). Aul3erdem
korrelieren Auspragung der Kolonisation mit S. aureus und Schweregrad der atopischen
Dermatitis in Kindern und Erwachsenen (Kong et al., 2012, Chng et al., 2016, Rauer et
al., 2023). Bei einer heterogenen Besiedlung mit Kommensalen wie Staphylokokkus
epidermidis beobachtet man hingegen ein weniger schweres Krankheitsbild (Byrd et al.,
2018). Eine wichtige Rolle spielt dabei das ,quorum sensing“ durch KNS. Beispielsweise
konnte fur S. hominis ein Haut-protektiver Effekt durch selbstinduzierende Peptide und

ihre hemmende Wirkung auf S. aureus nachgewiesen werden (Williams et al., 2019).
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Die Nutzung dieser hemmenden Eigenschaften erfolgt bereits im Rahmen translationaler
Hautmikrobiom-Transplantationsansatze (Nakatsuji et al., 2021).

Bei Filaggrin-Mutationen wurde bereits eine Korrelation zu verminderter mikrobieller
Diversitat beschrieben (Clausen et al., 2018). Dieser Diversitatsverlust geht Hand in

Hand mit einem vermehrten Wachstum von S. aureus (Kong et al., 2012).

Die pathophysiologische Bedeutung des Bakteriums S. aureus im Netzwerk der AD
bleibt nichtdestotrotz unvollstandig verstanden. S. aureus selbst kann Virulenzfaktoren
und Superantigene exprimieren die zu einer Exazerbation der AD durch Entziindung und
Verschlechterung der Barrierefunktion beitragen (Miajlovic et al., 2010, Spaulding et al.,
2013, Nakamura et al., 2013, Lai et al., 2010). Bei Neugeborenen konnte bereits vor der
Entwicklung eines atopischen Ekzems eine Besiedlung mit S. aureus nachgewiesen
werden (Meylan et al., 2017). Andererseits geht eine Verbesserung des Hautzustandes
durch therapeutische Intervention auch mit einer Reduktion der S. aureus Besiedlung
einher (Khadka et al., 2021). Ob S. aureus selbst eine pathophysiologische
Schlisselrolle im Rahmen der AD spielt oder eher als Marker des Hautzustandes zu
werten ist bleibt Gegenstand aktueller Diskussion (Bieber, 2020).

1.2.3 Untersuchung des Hautmikrobioms durch 16S rRNA-Sequenzierung

Ursprunglich wurden Hautabstriche kultiviert und anschlieRend untersucht. Bereits mit
dieser Methode erkannte man eine erhdhte Kolonisierung von AD-Erkrankten mit S.
aureus (Leyden et al.,, 1974). Die Problematik dieses Vorgehens liegt jedoch in der
Selektion bestimmter Mikroorganismen durch kinstliche W achstumsbedingungen (Kong
und Segre, 2012). Durch den Einsatz moderner Sequenzierungsmethoden wird die
Selektionsverzerrung durch die Kultivierung umgangen. Zur Bestimmung der Taxonomie
im bakteriellen Hautmikrobiom wird die Analyse der genetisch konservierten 16S-Region

bakterieller, ribosomaler Ribonukleinsaure (rRNA) durchgefihrt (W oese und Fox, 1977).

Im Laufe der Zeit hat sich die Sequenziertechnologie stetig verbessert, so dass
inzwischen ausgewahlte Regionen innerhalb der prokaryotischen 16S rRNA ausreichen,
um eine Unterscheidung der bakteriellen Spezies vorzunehmen. Dieses Verfahren wird
Amplicon-basierte Mikrobiomanalyse genannt (Meisel et al., 2016, Castelino et al.,
2017). Die Unterscheidung der Spezies besitzt im Kontext der AD besondere Bedeutung,
da es innerhalb der Familie der Staphylokokken starke Unterschiede bezlglich des
Einflusses auf die Erkrankung gibt (Higaki et al., 1999). Tats&chlich ist die zweifelsfreie
Unterscheidung verschiedener Staphylokokken-Spezies weiterhin schwierig, jedoch von
groBer Relevanz, und konnte durch die Entwicklung des Algorithmus AnnotlEM

verbessert werden (Bhattacharyya M, 2019).
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Mit zunehmender Sequenzier- und Rechenkapazitat der letzten Jahre hat die
sogenannte ,metagenomische Shotgun-Analyse“ an Bedeutung gewonnen. Hierbei wird
die gesamte DNA eines Hautabstriches analysiert. Wesentliche Vorteile sind die
holistische Erfassung des Okosystems Hautmikrobiom, inklusive der Pilze, sowie die
Maoglichkeit der Differenzierung von Stammen innerhalb einer Spezies (Brooks et al.,
2015).

Wie wichtig die getrennte Betrachtung verschiedener Stamme innerhalb einer Spezies
ist, wurde in den letzten Jahren am Beispiel der Rolle des C. acnes im Kontext der Acne
vulgaris deutlich. (Fitz-Gibbon et al., 2013) Auch S. aureus weil3t starke genetische
Unterschiede bezilglich AD-relevanter Pathogenitatsfaktoren auf. (Howden et al., 2023)

Untersuchungen unserer Gruppe zum Exposom und der Zusammensetzung des
Hautmikrobioms konnten bedeutende inter- und intraindividuelle Unterschiede zeigen.
So unterschied sich die Zusammensetzung der Staphylokokkenspezies bedeutend
zwischen lasionalen und gesunden Hautarealen und zwischen verschiedenen
Individuen. (Altunbulakli et al., 2018, Rauer et al., 2023).

1.3 Therapie der atopischen Dermatitis

Das atopische Ekzem besteht meist Uber mehrere Jahre hinweg. Hauptziele der
Therapie sind Remissionsinduktion und Erhalt. Die Heterogenitat der Erkrankung
erfordert ein differenziertes, individualisiertes Therapieregime. Angriffspunkte bilden die

pathophysiologischen Grundpfeiler der Erkrankung.

Die Basistherapie umfasst die Starkung der Hautbarriere und die verbesserte
Hydratation der Haut, sowie die Meidung von Ausldsern, Provokations- und
Triggerfaktoren. (Wollenberg et al., 2018).

Provokationsfaktoren von Schiben werden in spezifisch und unspezifisch unterschieden
(Yepes-Nufiez et al., 2023). Unspezifische Faktoren umfassen Umweltfaktoren
physischer, chemischer oder biologischer Natur. Beispiele sind Temperaturwechsel,
emotionaler Stress, Chemikalien, Kleidung oder Mikroben, sowie Luftverschmutzung
z.B. durch Dieselpartikel oder Tabakrauch (Hidaka et al., 2017, Kathuria und Silverberg,
2016, Akdis, 2021). Spezifische Provokationsfaktoren beinhalten Aeroallergene wie die
der Hausstaubmilbe oder Graserpollen und Nahrungsmittel bei Sensibilisierungen (Takai
und lkeda, 2011, Werfel et al., 2015). Eine Meidung dieser Provokationsfaktoren ist
unterschiedlich gut umsetzbar und praktikabel. Edukative MalRnahmen zur

Allergenmeidung und die Vermittlung von Coping Strategien sollten aul3erdem erfolgen.
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Lokal applizierte, Barriere-wiederherstellende, hydratisierende Basistherapeutika sind
die Grundpfeiler jeder AD-Therapie. Hydratisierend-okkludierende Externa ohne
Wirkstoffkomponente werden als Emollienzien oder Linderungsmittel bezeichnet. lhre
Verwendung bei AD ist als praventive, tagliche Therapie unabkdmmlich. Bei taglicher
Verwendung konnte eine Verbesserung des SCORAD, sowie Steroid-sparende Wirkung
gezeigt werden (Grimalt et al., 2007). Basistherapeutika mussen Uber lange Zeitrdume,
in grol3en Mengen verwendet werden und werden von den deutschen, gesetzlichen
Krankenkassen nicht erstattet. Sie konnen deshalb fur die Betroffenen eine erhebliche

finanzielle Belastung darstellen (Wollenberg et al., 2018).

Treten entzindliche Schiibe auf, wird eine lokal-antientziindliche Therapie erforderlich.
Im speziellen werden an den betroffenen Stellen moderne, topische Corticosteroide der
Klasse Il und Il sowie topische Calcineurininhibitoren eingesetzt (Wollenberg et al.,
2018). Im Rahmen der proaktiven Therapie wird die Behandlung der Problemareale mit
topisch anti-inflammatorischen Substanzen nach dem Schub intermittierend fortgesetzt
(Freglunde et al., 2021).

Waéhrend die meisten Patientinnen und Patienten milde betroffen sind, leiden ca. 10%
unter schweren Auspragungen (Augustin et al., 2015). Der prozentuale Anteil schwer
betroffener nimmt dabei im Erwachsenenalter zu (Barbarot et al., 2018). Wahrend bei
den meisten Betroffenen Lokaltherapeutika ein ausreichendes Ansprechen zeigen,
reichen Basistherapeutische und lokal anti-entziindliche Therapeutika alleine bei
schweren Verlaufen Therapien nicht mehr aus. Um klare Richtlinien fir die Entscheidung
zur Induktion einer systemtherapeutischen Intervention zu etablieren erfolgte durch den
europdischen Expertenrat die Aussprache von konkreten Handlungsempfehlungen
(Simpson et al., 2017). Diese Empfehlungen finden sich inzwischen in den aktualisierten
Therapieleitlinien zur Systemtherapie bei atopischer Dermatitis (Wollenberg et al., 2022).

Wahrend lange Zeit unselektiv-immunsupressive  Therapien die einzige
Therapieeskalationsmaglichkeit bildeten, stehen inzwischen verstarkt moderne, selektiv
immunmodulierende Systemtherapeutika zur Verfiigung. So sind neben dem IL4-
Rezeptor-a -spezifischen monoklonalen Antikdrper Dupilumab (European Medicines
Agency, 2017), der IL-13 selektive Antikorper Tralokinumab (Wollenberg et al., 2021)
sowie verschiedene Janus-Kinase (JAK)-Inhibitoren zur Therapie der AD zugelassen
(Bieber et al., 2022, Reich et al., 2022, Guttman-Yassky et al., 2021). Die spezifischen
monoklonalen Antikorpertherapien werden zweiwdchentlich subkutan appliziert und
hemmen die Wirkung der entsprechenden Tyn2-Zytokine. Janus-Kinase Inhibitoren
(JAKis) werden taglich peroral (p.o.) verabreicht und hemmen die JAK 1 (Abro-
/Upadacitinib) oder JAK 1 & 2 (Baricitinib) im JAK-Stat-Signalweg (Traidl et al., 2021).
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Diese selektive, reversible Hemmung fihrt zu einer Modulation der Ty2-
Zytokinexpression. (Chovatiya und Paller, 2021, Shuai und Liu, 2003)

Bei haufig guter Wirksamkeit, sind Ruckféalle beim Absetzen, sowie hohe Therapiekosten
weiterhin wichtige Problempunkte (Zimmermann et al., 2018). So profitieren viele, jedoch
nicht alle Betroffenen mit moderat bis schwerer atopischer Dermatitis von einer Therapie
mit dem Biologikum Dupilumab (Cork et al., 2020). Die ldentifikation von pradiktiven
Faktoren fur das nicht-Ansprechen ist dabei Gegenstand aktueller Forschung (Wu et al.,
2022). Haufige Nebenwirkungen wie die bilaterale Konjunktivitis durch Dupilumab sind
medikamentds zwar gut beherrschbar, treten jedoch haufig auf (bis zu 25% der
Behandelten) (Akinlade et al., 2019). Fur JAK-Inhibitoren wurden bei breiter Wirksamkeit
aufgrund moglicher kardiovaskularer und maligne-neoplastischer Ereignisse starke
Indikationseinschrankungen in Europa ausgesprochen. Somit bleibt Ihre Nutzung
moglich, jedoch eingeschrankt (BfArM, 2023).

Die Entwicklung alternativer Therapiemethoden wird deshalb weiterverfolgt. Ziele sind
unter anderem die Kontrolle der mikrobiellen Dysbalance und Vermeidung von
Hautinfektionen. So wurden seit 2016 erste Mikrobiomtransplantationen vorgenommen,
bei denen Kulturen gesunder Spender auf die Haut von Menschen mit AD lbertragen
wurden. (Myles et al., 2016, Myles et al., 2018, Nakatsuji et al., 2021) Die Effektivitat
dieser Therapie konnte in kleineren Studien demonstriert werden, muss sich jedoch im

Rahmen groRBerer Studien noch beweisen.
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1.4 Hypothesen und Ziele

Das Mikrobiom der Haut ist vielfaltigen Einflissen ausgesetzt. Es ist bekannt, dass
Umwelteinfliisse, die Hautflora von Bezugspersonen und Eltern, aber auch intrinsische
Faktoren wie genetische Veranlagung, immunologische Prozesse und der Haut-pH
modulierend auf die mikrobielle Zusammensetzung der Hautflora wirken. (Clausen et al.,
2018, Eyerich et al., 2018, Kathuria und Silverberg, 2016, Rauer et al., 2023, Hulpusch
et al., 2020, Bonness et al., 2008). Fir die Betrachtung der Gesamtheit dieser Faktoren
wurde zuletzt das Modell des Holobioms der Haut vorgeschlagen (Burger und Gallo,
2023). Ziel dieses Modells ist die ganzheitliche Erfassung der verschiedenen

Einflussfaktoren im Okosystem Haut.

Die mikrobielle Dysbalance bei AD Betroffenen und die lasionale Uberwucherung des
Hautmikrobioms mit S. aureus sind in der Literatur bereits seit langem beschrieben
(Leyden et al., 1974, Altunbulakli et al., 2018). Wahrend einige Betroffene ein vermehrtes
Wachstum von S. aureus in den betroffenen Hautarealen aufweisen, ist das Bakterium
bei anderen Betroffenen und in nicht-lasionellen Arealen weniger oder gar hicht
nachweisbar. Die pathophysiologische Bedeutung der mikrobiellen Dysbalance und des
Bakteriums S. aureus im Rahmen der AD bleibt somit ungeklart. Die Untersuchung des
Einflusses verschiedener Therapien erlaubt die Erforschung der Wirt-Mikrobiom-

Interaktionen und der ihnen zu grundeliegenden Prozesse.

Der direkte Einfluss von Lokaltherapeutika auf das Hautmikrobiom wird kontrovers
diskutiert. Bei der Lokaltherapie der atopischen Dermatitis werden verschiedene
Wirkmechanismen unterschieden. Wahrend in der europdischen Schule der
Dermatologie lokal applizierte Antibiotika keinen wesentlichen Stellenwert mehr in der
Therapie der AD einnehmen, werden lokal applizierte Antiseptika oder Emollienzien
haufig eingesetzt (Wollenberg et al., 2018) Der Einfluss von Antibiotika und Antiseptika
auf die bakterielle Hautflora ist belegt (Jo et al., 2021, SanMiguel et al., 2018). Der
Einfluss von Emollientien auf das Hautmikrobiom wird jedoch in verschiedenen Studien
weiter untersucht. Zuletzt konnte in einer kleinen Studie gezeigt werden, dass die
frihzeitige Anwendung von Emollientien nicht zu einer erhohten Diversitat oder einem

ausgeglicheneren Hautmikrobiom fiihrt (Harder et al., 2023).

Wichtige  Saulen der Lokaltherapie der atopischen  Dermatitis  sind
entziindungshemmende Substanzen wie Corticosteroide und Calcineurininhibitoren.
Einige kleinere Studien konnten einen positiven Effekt der lokalen anti-
inflammatorischen Therapie auf das Hautmikrobiom nachweisen (Stalder et al., 1994,
Khadka et al., 2021) Andere Studien konnten diesen Effekt hingegen nicht bestatigen.
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(Gong et al.,, 2006, Olesen et al., 2021) Die Diskrepanz dieser Ergebnisse wirft
unweigerlich die Frage auf, ob das Mikrobiom als pathogenetischer Faktor oder eher als
Marker der Hautbarriere zu verstehen ist. Die Beantwortung dieser Frage kann nur durch
die weitere Beschreibung der Wirkung von Lokaltherapeutika auf das Hautmikrobiom an
gréReren Probandenkollektiven erfolgen.

Durch den stattfindenden Paradigmenwechsel in der Systemtherapie der atopischen
Dermatitis gewinnt diese zunehmend an Bedeutung (Werfel et al., 2021, Bieber, 2022).
Systemtherapeutische Effekte auf das Hautmikrobiom wurden bisher nur vereinzelt
beschrieben. Eine Modulation des Immunsystems durch Dupilumab und damit die
medikamentts selektive Hemmung von IL4-R-a fuhrte bei Kindern mit AD zu einer
Reduktion der Pravalenz von Hautinfektionen (Paller et al., 2022). Darlber hinaus
konnte bereits durch eine kurzzeitige systemische Therapie mit Dupilumab eine
Reduktion von S. aureus und ein vermehrtes Wachstum des kommensalen KNS
nachgewiesen werden (Callewaert et al., 2020). Die Ergebnisse dieser Studien beziehen
sich jedoch auf kleine Kollektive Uber einen kurzen Untersuchungs- bzw.
Nachbeobachtungszeitraum. Es bleibt unklar, ob die Wiederherstellung des
Hautmikrobioms Ursache oder Folge der wiederhergestellten Hautbarriere ist. Weiterhin
gilt es, die immunologischen Mechanismen, die diesen Veranderungen zugrunde liegen,
genauer einzugrenzen und ihre spezifische Wirkung auf das Hautmikrobiom zu

beschreiben.

Der Einfluss lokaler und systemischer immunmodulatorischer Therapien auf das
Hautmikrobiom bedarf intensiver Forschung. Die Beobachtung der medikamentos-
mikrobiellen Interaktion und die Suche nach zugrundeliegenden Mechanismen ist daher

Gegenstand dieser Dissertation.

Ziel der Dissertation ist es, den Einfluss lokaler und systemischer Therapien auf das
Hautmikrobiom von Menschen mit atopischer Dermatitis zu untersuchen. Dazu wurden

folgende Hypothesen aufgestellt:

1. Der Schweregrad der atopischen Dermatitis korreliert mit der relativen Haufigkeit

von S. aureus und resultiert in einer Reduktion der mikrobiellen Diversitat.

Um die Stéarke eines mdglichen Zusammenhangs in der untersuchten Kohorte (n=462)
darzustellen, werden der Hautzustand (abgebildet durch SCORAD), das Alter und das
Geschlecht der Probanden jeweils mit der relativen Haufigkeit von S. aureus in den
Abstrichproben mittels linearer Regressionsanalyse korreliert. Die Metadaten zum
Hautzustand, reprasentiert durch den SCORAD der Probanden, werden im Rahmen der

Studienvisite durch das Studienpersonal standardisiert erhoben. Stichproben des
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Hautmikrobioms der Probanden werden durch Trockenhautabstrichanalyse mittels
Amplicon-basierter 16S rRNA Sequenzierung analysiert und mit Hilfe des Lehrstuhl-
eigenen Algorithmus (AnnotlEM) annotiert. AbschlieRend erfolgt die bioinformatische
Auswertung mittels der am Lehrstuhl entwickelten Software (MicroBIEM) und einer
linearen Regressionsanalyse der relativen Haufigkeit von S. aureus und SCORAD.

2. Die Therapie mit Lokaltherapeutika resultiert in der Wiederherstellung der
mikrobiellen Diversitdt und einer Reduktion der relativen Haufigkeit von S.

aureus.

Die Wirkung topischer antiinflammatorischer Substanzen auf das Hautmikrobiom wird
durch Einteilung der Probanden in Therapiestufen untersucht. Ausschlaggebend fir
diese Einteilung sind die zum Zeitpunkt der Studienvisite angegebenen Therapien.
Patienten unter antiinflammatorischer Lokaltherapie werden in Stufe 2 und 3
berticksichtigt. Das Hautmikrobiom der Probanden wird im Vergleich zu Hautabstrichen
von Probanden mit gleichem Schweregrad, aber unterschiedlicher Therapiestufe
untersucht. Die mikrobielle Diversitat der Abstrichproben wird methodisch analog zur
ersten Hypothese analysiert und durch verschiedene Parameter wie Richness,
Evenness und Shannon Diversitatsindex dargestellt. Die abschlieRende statistische

Auswertung erfolgt im direkten Vergleich der einzelnen Therapiestufen.

3. Die Therapie mit Systemtherapeutika resultiert in der Wiederherstellung der
mikrobiellen Diversitdt und einer Reduktion der relativen Haufigkeit von S.

aureus.

Der Effekt systemischer Therapien auf das Hautmikrobiom wird anhand der Taxonomie,
Diversitat und relativen Haufigkeit von S. aureus in Therapiestufe 4 untersucht. Dazu
werden Hautabstriche von systemisch therapierten Probanden mit Hautabstrichen der
Ubrigen Probanden analog zu Hypothese 1 und 2 analysiert und statistisch verglichen.
Zusétzlich wird in einem kleinen Kollektiv die Korrelation verschiedener Wirkstoffe mit

der relativen Haufigkeit von S. aureus verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate

Gerat

Zentrifuge 5417R

Zentrifuge 5804R

Gel i10 Imager

Illumina Mi Seg® Plattform

LG Gefrierschrank -20°C

Magnetrihrer

Mikrowelle

Minitron Inkubationsschiittler

PCR Thermocycler Biometra TADvanced

PowerPacTM Basic Netzteil
Gelelektrophorese

QUINTIX 3102-1S Waage
SW22 Wasserbad
Systec DX-65 (Autoklav)

2.1.2 Software

Software
GraphPad Prism 9.5.0

Microsoft Office 365
(Excel, Word, PowerPoint)

microblEM v0.7

Illumina Sequenzen Analysis Viewer (SAV)
v24.5

Illumina Software MiSeq® Reporter (MSR) v
2.5.1.3

R Studio Version 2022.12.0+353
Biorender.com

Hersteller

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
Intas, Gottingen, Deutschland

lllumina Inc., San Diego, USA
Liebherr, Bulle, Schweiz

Heidolph, Sulzemoos, Deutschland
Severin, Sundern, Deutschland

Infors AG, Bottmingen, Switzerland
Analytik-Jena AG, Jena, Deutschland

Bio-RaD, Wessling-Berzdord,
Deutschland

Sartorius, Germantown, USA
Julabo, Hamburg, Deutschland

Systec, Wessling-Berzdord,
Deutschland

Hersteller
GraphPad Software, Inc., San
Diego, Kalifornien, USA

Microsoft Coop., Redmont, USA
Umweltmedizin, Universitat Augsburg,
Deutschland

[llumina Inc., San Diego, USA

[llumina Inc., San Diego, US

Biorender.com
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2.2 Studienpopulation
2.2.1 ProRaD

Die Teilnehmendenkohorte wurde im Rahmen der Progressiven Langsschnittstudie zur
Untersuchung der Remissionsphase bei Patienten und Patientinnen mit atopischer
Dermatitis (ProRaD) rekrutiert. Die ProRaD ist eine multizentrische Kohortenstudie. Sie
wurde im Marz 2016 begonnen (Bieber et al., 2020) Link: https://ck-care.ch/studien/pro-
rad-studie/. Ziele der Studie beinhalten die Erfassung von Teilnehmenden mit atopischer
Dermatitis und anderen Erkrankungen des atopischen Formenkreises. Auf3erdem sollen
Biomarker identifiziert werden mit deren Hilfe sich der Verlauf und das Auftreten von
Hauterkrankung vorhersagen lasst. Langfristig soll ein tieferes Verstandnis fur die
Remissionsmechanismen bei chronisch entziindlichen Hauterkrankungen gewonnen
werden.Teilnehmende mit atopischer Dermatitis und assoziierten Erkrankungen werden
zu diesem Zwecke regelmafig untersucht. Im Rahmen der Studienvisiten wurden mit
ausdricklichem Einverstandnis der Teilnehmenden Bioproben entnommen. Diese
umfassten unter anderem Trockenhautabstriche des Hautmikrobioms lasionaler und
nicht-lasionaler Korperstellen. Lasionale Proben wurden bevorzugt an den
Pradilektionsstellen (z.B. Ellen- und Kniebeugen) abgestrichen. (Siehe Appendix V)

Die Erhebung von Personendaten und soziodkonomischer Einflisse erfolgt im Gespréch

mit dem Prifarzt oder der Priifarztin unter Verwendung standardisierter Fragebégen.

ProRaD wird durch die schweizerische Kuhne-Stiftung finanziert. In Deutschland ist
neben dem Lehrstuhl und der Hochschulambulanz fur Umweltmedizin des
Universitatsklinikums Augsburg, die dermatologische Klinik des Universitatsklinikums
Bonn beteiligt.

2.2.2 Studienaufbau und Teilnehmende

Untersucht wurden Teilnehmende mit klinisch gesicherter AD von milder bis zu schwerer
Auspragung, sowie Teilnehmende mit weiteren atopischen Erkrankungen.
Voraussetzung fur die Teilnahme war zudem die schriftliche Einwilligung. Es gab keine

Altersbegrenzung. Es wurden auf3erdem gesunde Kontrollen eingeschlossen.

Jeder Teilnehmende der Studie durchlauft einen Beobachtungszeitraum von funf
Jahren. Dabei werden im ersten Jahr drei und anschlieBend jahrliche Visiten

durchgefihrt.

Die im Rahmen der Dissertation untersuchten Proben umfassten lediglich

Trockenhautabstriche, welche zum Zeitpunkt ,t0% also zum Einschlusszeitpunkt in die
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Studie, entnommen wurden. Die untersuchten Teilnehmenden entstammen den

Standorten in Augsburg und Bonn.

2.2.3 Korperliche Untersuchung und Erhebung des Hautzustandes

Im Rahmen der Studienvisiten wurden die Teilnehmenden vollstandig korperlich
untersucht. Die standardisierte und objektivierte Erhebung des Hautzustandes erfolgte
mittels Severity Score of Atopic Dermatitis (SCORAD) und Eczema Area and Severity
Index (EASI). Beide erlauben validierte Aussagen zu Intensitdt und Ausmaf der
atopischen Hauterkrankung. Wegen seiner Relevanz bei der Festlegung der
Therapiestufen entsprechend der aktuellen européischen Leitlinie wurde lediglich der
SCORAD im weiteren Verlauf als Parameter fir den Schweregrad der AD verwendet.

SCORAD: Score of the European Task Force on Atopic Dermatitis
Atopische Dermatitis wurde vom
Untersuchungsarzt diagnostiziert nein
(durch die Begutachtung der fiinf
vorgeschriebenen Korperstellen)

Falls ja, bitte den restlichen
ja SCORAD-Bogen ausfiillen!

A Ausdehnung der befallenen Kérperoberfliche

Bitte die lisionalen Stellen in der Grafik unten markieren und die Flichenprozente in die jeweiligen

Felder eintragen

Hinten
Kopf

Vorne

Gesicht
Rumpf Rumpf
Genitalbereich | Genitalbereich |

rechts links

rechts links
Arm Arm
Hand Hand
Bein Bein
Gesamtfliiche zur Kontrolle eintragen
Befallene Gesamtfliiche: - | ||| Befallene Gesamtfliiche: 1]
vorne| | [ |° hinten|| |
B Intensitits-Merkmale [[C  subjextive
Beurteilung der Intensitiits- 0=fehlend 2=mibBig Symptome
Merkmale I=schwach 3=ausgeprigt Bitte Wert
Kriterium Intensitiit zwischen 0 und 10
Erythem eintragen =
Odeme/Papeln o. SECOR
Infiltrationen
Trockenheit wird auf nicht befallener Schlafverlust
Haut beurteilt Nissen/Krusten
NUR Zahlen zwischen 0 und 3 eintragen
KEINE halben Zahlen! . o
KEINE ca. / ~ Angaben! Exkoriationen
KEINE von — bis Angaben!
I Gesamt SCORAD |
Lichenifikation = -
A/S +T*B/2 +
Trockenheit*

Abbildung 4 Auszug aus dem Fieldwork der ProRaD-Studie zur Erhebung des Hauzustandes durch Scoring
atopic dermatitis (SCORAD). Die Erhebung gliedert sich in 3 Teile
A Ausdehnung der betroffenen Korperoberflache durch das atopische Ekzem
B Intensitdtsmerkmale des atopischen Ekzems auf einer Skala von 1-3 fir 6 Intensitdtsmerkmale
C Subjektive Symptome der Betroffenen auf einer Skala von 0-10 innerhalb der letzten 3 Tage
A und B werden durch den beurteilenden Arzt /Arztin erhoben. C wird im Gespréach mit dem Teilnehmenden
erhoben.
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2.2.4 Erhebung der Medikation und weiterer Daten

Wahrend der Studienvisiten der ProRaD-Studie wurden Wirkstoffe, Dosierung,
Applikationsart und Anwendungsdauer der Dauermedikation erfasst. Topisch-applizierte
und systemische Kortikosteroide, sowie antimikrobielle Substanzen, welche in den
letzten 7 Tagen verwendet wurden, wurden gesondert erfasst. Um &aul3ere Einflisse auf
das Mikrobiom mdglichst gering zu halten, wurden die Teilnehmenden am Tag der

Studienvisite gebeten auf Kérperwésche und Externa zu verzichten.

2.2.5 Ethikvotum

Die Verarbeitung der im Rahmen von ProRaD erhobenen Daten zu wissenschatftlichen
Zwecken sowie die Vereinbarkeit mit den geltenden gesetzlichen Rahmenbedingungen
des Datenschutzes wurden durch das Ethikvotum der Technischen Universitat Miinchen
am 17.05.2017 Zeichen 112/16S TU Munchen und Swiss-Ethics EK2016-00301 fur die
Standorte Augsburg, Bonn, Davos, St. Gallen und Zirich genehmigt.

2.3 Methodik

2.3.1 Hautmikrobiom-Abstrichgewinnung und Konservierung

Trockenhautabstriche wurden nach ,standard operating procedure® (SOP) gewonnen
(Siehe Appendix V). Hierbei wurden trockene Hautabstrichtupfer in einem 2 cm? groRen
Hautareal Uber einen Zeitraum von 30 Sekunden unter Rotation inokuliert und
anschlieBend in 500ul Stool DNA Stabilisator Losung bei -80°C bis zur weiteren
Verwendung konserviert. Die Methodik und Schritte orientierten sich dabei an der durch
(Hulpisch, 2021) etablierten Protokolle.

2.3.2 Isolation und Amplifikation der bakteriellen Erbinformation

Die Extraktion bakterieller Desoxyribonukleinsdure (DNS) wurde mit Hilfe das ,,QIAmp
UCP Pathogen Kits“ unter Befolgung der Herstellerangaben durchgefihrt. Vom Protokoll
abweichend wurden 650ul ATL und 4,3ul DX- Puffer zur Probe hinzugegeben. Der
bakterielle Zellaufschluss wurde mittels ,beat-beating” mit 500 mg mit Silica beads flr 2x
Uber 90 Sekunden in der Precelly's Evolution durchgefihrt. Im weiteren Verlauf wurde
der Uberstand nach Herstellerangaben verwendet. AbschlieRend extrahierte, bakterielle

DNS wurde in 80ul Lésepuffer geldst und zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.3.3 Vervielfaltigung der variablen Regionen V1-V3

In Vorbereitung der Amplicon-Sequenzierung und Differenzierung der verschiedenen
bakteriellen Spezies wurden die variablen Regionen V1-V3 (der 16S rRNA spezifisch
durch 27F-YM Primer und 534R Primer mithilfe der Q5 High-fidelity Hotstart Polymerase
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mit Verstarker nach Herstellerangaben vervielfaltigt. Eine detaillierte Ausfihrung des
Protokolls ist zu finden unter:

(https://international.neb.com/protocols/2013/12/13/pcr-using-g5-high-fidelity-dna-

polymerase-m0491).

Die verwendeten Primer Sequenzen sind im Folgenden aufgefiihrt:
27F-YM (5 -AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3’) -1,25ul (5uM) / Probe

534R (5 -ATTACCGCGGCTGCTGG-3') - 1,25ul (5uM) / Probe

Tabelle 1: Protokoll der Reagenzien und Zyklen des 1. Amplifikationsschrittes der variablen Regionen

Reagenz Volumen in pl Temperatur Zeit

Q5 Puffer 5.00 98° C 1 min

Q5 Enhancer 5.00 98° C 10 sek

dNTPs 0.50 59° C 20 sek 25 Zyklen
Primer 27F-YM (5uM) 1.25 72° C 15 sek

Primer 534R (5puM) 1.25 72°C 2 min

Q5 Polymerase 0.25 4°C 0

Wasser 6.75

Probe 2.00

Tabelle 2: Protokoll der Reagenzien und Zyklen des 2. Amplifikationsschrittes inklusive Barcode Anheftung

Reagenz Volumen in pl Temperatur Zeit

Q5 Puffer 10.00 98° C 40 sek

Q5 Enhancer 10.00 98° C 20 sek

dNTPs 1.00 55°C 40 sek 8 Zyklen
Forward primer* 0.3125 72°C 40 sek

Reverse primer* 2.5 72° C 2 min

Q5 Polymerase 0.5 4°C o0

Wasser 23.6875

PCR Produkt Schritt 1 2.00

* Primerpaar in einzigartiger Kombination

Protokoll adaptiert nach (Hulpisch, 2021)

In einer zweiten Polymerase Kettenreaktion wurden Barcodes zu den Sequenzen durch

spezifische Primer hinzugefiigt. Eine Vervielfaltigung fand Uber 8 Zyklen statt.

Die Aufreinigung der Amplicons wurde Mittels AMPure XP Beads (Beckman Coulter) in
einem Bead/DNS Verhédltnis von 0,7:1 v/v, nach Herstellerangaben vorgenommen. Die
Mengenbestimmung der  aufgereinigten  Amplicons erfolgte  durch  den
Fluoreszenzfarbstoff 25-basierten Quibit® dsDNS HS Assay von Invitrogen.

Die Intaktheit und Verteilung der DNS wurde im néchsten Schritt mit Hilfe des 2100

Bioanalyzer (Agilent Technologies) entsprechend der Herstellervorgaben untersucht.


https://international.neb.com/protocols/2013/12/13/pcr-using-q5-high-fidelity-dna-polymerase-m0491
https://international.neb.com/protocols/2013/12/13/pcr-using-q5-high-fidelity-dna-polymerase-m0491
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2.3.4 lllumina Next Generation Sequencing

16S rRNS Sequenzierung wurde durch die "Core Facility Microbiome" des
Zentralinstituts fir Lebensmittel und Ernahrungsforschung (ZIEL) der Technischen
Universitat Munchen unter der Leitung von Dr. Klaus Neuhaus ausgefuhrt. Neben
Abstrichproben  wurden auch Pipeline-Negativkontrollen und Wasserproben
sequenziert. Die ,next-generation® Sequenzierung wurde auf der lllumina MiSeq
Plattform mit 2-mal 300 bp paired-end reads durchgefihrt. Hierzu wurde das MiSeq®
Reagent Kit v3 6000 cycles entsprechend der Herstellerangaben verwendet.
Datendarstellung, Prozessierung und Export wurden durch die Geréteeigene Software
vorgenommen. (lllumina Software MiSegq® Reporter & lllumina Sequence Analysis

Viewer).

2.3.5 Aufbereitung und Qualitatskontrolle des Datensatzes

Das ,Denoising” der Sequenzen erfolgte tiber DADA2 (Callahan, McMurdie et al. 2016)
und die Annotation der generierten Amplicon-Sequenzvarianten (ASVs) durch den
Algorithmus AnnotlEM (Bhattacharyya M, 2019).

2.3.6 Qualitatskontrolle der Sequenzierung

Um festzustellen ob eine ausreichende Sequenziertiefe erreicht wurde, erfolgte eine
Korrelation zwischen Sequenziertiefe (Anzahl Reads) und Anzahl an unterschiedlicher
ASVs durchgefihrt Es konnte kein linearer Zusammenhang zwischen Sequenziertiefe
und ASVs festgestellt werden. (Siehe Abbildung 5Abbildung 6).

100000 —— Durchlauf 1: Y = 12.44°X + 13923
4 p=0,0010
—— Durchlauf 2: Y =-2.989*X + 16061
80000 p= 04605
—— Durchlauf 3: Y =0.3124*X + 14765
. p=0,9179
" 60000 *  Wasser
kel
© -
o}
04
400004
20000 .72
Dekontamination 2otk USRS
0= T T T 1
0 200 400 600 800

Anzahl der ASVs

Abbildung 5: Qualititskontrolle der Sequenzierung. Vergleich der Sequenzierdurchlaufe. Dargestellt ist
Anzahl der ASVs sowie die Haufigkeit de Replikate fiir jeden der Sequenzierdurchlaufe.
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Abbildung 6: Darstellung der Kopien und Replikate in den Negativkontrollen (Wasser) des next-
Generation Sequencing. Die Skalierung der Achsen wurden entsprechend der niedrigen Werte automatisch
angepasst. Um Kontaminationen auszuschlieRen wurden ASVs unterhalb von 5000 reads nicht
berlcksichtig.

-

2.3.7 Analyse und Auswertung

Einschluss und Untersuchung der Proben erfolgte wie in Abbildung 8 dargestellt.

Die Gruppierung der Teilnehmenden in Schweregrade erfolgt gemal SCORAD. Es
wurde zwischen milder (SCORAD<25), moderater (SCORAD 25-50) und schwerer
(SCORAD>50) Auspragung der AD unterschieden. Die Erhebung des SCORAD erfolgte

zum Zeitpunkt der Studienvisite durch den Studienarzt oder die Studienérztin.

Eine weitere Untergliederung der Teilnehmenden erfolgte nach Therapiestufe. Die
Eingruppierung erfolgte anhand der zum Zeitpunkt der Dissertation aktuellen Version der
Leitlinie zur Therapie der atopischen Dermatitis (siehe Abbildung 7) (Woallenberg et al.,
2018). Unterschieden wurden Therapiestufe 1 (Basistherapie, Psychoedukative
MafRnahmen, Expositionsprophylaxe), Therapiestufe 2 (TCS (topische Corticosteroide)
Klasse Il, sowie topische CNIs (Calcineurininhibitoren)), Therapiestufe 3 (TCS Klasse
[lI) und Therapiestufe 4 (Systemtherapie). Teilnehmende mit mehreren Therapien

wurden der jeweils hochsten Eskalationsstufe der Therapie zugeordnet.

Die Auswertung der Medikationsdaten erfolgte anhand der Arzneimittel technisch
chemischen (ATC) Klassifikation des Bundesamtes fur Arzneimittelsicherheit und
Medizinprodukte. So lie3en sich Informationen zu Verabreichungsform und Wirkstoff in
standardisierter Form gewinnen. Dies war besonders bei Wirkstoffen mit mehreren
Indikationen (z.B. Prednisolon) entscheidend. Beriicksichtigt wurde lediglich Medikation
die zum Zeitpunkt der Studienvisite eingenommen wurde. Bei Teilnehmenden, die

mehrere Wirkstoffe innerhalb des Stufenschemas verwendeten wurde der Wirkstoff der
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hdchsten Therapiestufe zu Grunde gelegt (Siehe Tabelle 1) um die Versuchsperson in
eine Therapiestufe zuzuordnen. Uneindeutige Datensatze wurden in den
Originaldokumenten in Papierform nachgeschlagen und anschlie3end, bei weiter

bestehender Unklarheit, ausgeschlossen.

top. CS Il & top. CNIs (n=167)

Basistherapie (n=219)

Abbildung 7: Stufenschema zur Therapie der atopischen Dermatitis. Modifiziert nach (Wollenberg et
al.,, 2018) Die Anzahl der eingeschlossenen Teilnehmenden ist in Klammern dargestellt. (CS -
Corticosteroide, CNI-Calcineurininhibitoren, top.-topische appliziert)

Tabelle 1: Unterscheidung des Unterschiedlichen Auspragungen und Therapiestufen, adaptiert nach
(Wollenberg et al. 2018)

SCORAD 0 <25 25-50 >50
Therapie Basistherapie topische topische Biologika
Edukati Corticosteroid Corticosteroide K -
ukation orticosteroide orticosteroide Klasse JAK Inhibitoren
Meidung von Klasse Il Ilund Il
Auslésern _ _ o weitere
topische topische Calicineurin .
Immunsupressiva
Calicineurin Inhibitoren
Inhibitoren
Wirkstoff- Emollients Prednicarbat Mometasonfuroat Dupilumab
beispiele: Methylprednisolon | Betametasonvalerat 0,1 | Tralokinumab
-aceponat o
P Baricitinib
Tacrolimus Abrocitinib
Pimecrolimus Upadacitinib
Cyclosporin
Off-label:
Azathioprin
Methotrexat

Nach Selektion und Zuordnung der Proben zu den jeweiligen Teilnehmenden erfolgte in-
silico die Verarbeitung der Mikrobiomdaten. Von 582 Versuchspersonen wurden
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insgesamt 1077 Proben untersucht. Nach methodischer Qualitatskontrolle verblieben
lediglich 974 Proben. Hiervon entstammten 889 Proben von Teilnehmenden mit
diagnostizierter AD. Wiederum hiervon wurden 721 Abstriche lasionalen Lokalisationen
entnommen. Nach Reduktion der Proben durch Ausschluss doppelter Abstriche der
gleichen Versuchsperson verblieben 462 Proben zur weiteren Analyse. Die
Arbeitsschritte sind in Abbildung 8 graphisch abgebildet.
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Versuchspersonen Versuchspersonen Versuchspersonen
(n=889) (n=24) (n=39) (n=40)
\J l l
lasionale Proben nicht- Iasionale Proben ohne Angabe
(n=720) (n=166) (n=3)
Zufalliger Ausschluss von Proben Zweitabstriche der gleichen
bei zwei Proben der gleichen Versuchsperson
Versuchsperson (n=259)
=Dopplungen
lasionale Proben
1 Probe / Versuchsperson
(n=462)
Ausschluss von Teilnehmenden __‘ -
mit unklarer Angabe der Therapie 1 Unkiare Angabe (n=9)
'
Mild Therapiestufe 3 Maderat Therapiestufe 3 Schwer Therapiestufe 3
SCORAD - . - SCORAD .
2 3 2 3 3
<25 1 g 4 1 4 - 50 1 2 : 4
o [ o ] 0] e
n=123 n=126

1 Anforderungen:
Minimum 5000 reads / Probe
Minimum 2 reads / Sequenz

Vergleich:

Taxonomie
- Diversitat

«- Diversitat (Richness, Evenness, Shannon)
S. aureus relative Haufigkeit

Filtern nach Kontaminanten basierend auf Negativkontrolle 2 nach mittlerer Frequenz Ratio (NEG2/SAMPLE) von 0.50

2 Huilpisch C & Rauer L et al. 2021 MicroblEM - A user-friendly tool for quality control and interactive analysis of microbiome data.
https://github.com/LuiseRauer/MicroblEM

3 Werfel T, Heratizadeh A, Aberer W et al. Leitlinie Neurodermitis [atopisches Ekzem; atopische Dermatitis]. J Dtsch Dermatol Ges 2016;

aktualisiert 2021

Abbildung 8 Arbeits- und Selektionsschritte im Rahmen der Hauttrockenabstrichanalyse. Dargestellt
sind die Selektion und Analyse der Proben. Lediglich vollstdndige Metadatensatze fiir die Versuchspersonen
wurden in die Analyse einbezogen, unvollstdndige Datensatze wurden bis auf die Erhebungsbdgen
zuriickverfolgt und bei fehlender Information ausgeschlossen. (NEG-Negativkontrolle; SCORAD-SCORIing
atopic dermatitis; S. aureus -Staphylococcus aureus)
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2.3.8 Messzahlen der mikrobiellen Diversitat in Mikrobiomanalysen

Fir die Erforschung der mikrobiellen Diversitdt im gesunden oder beeintrachtigten
Hautmikrobiom werden unterschiedliche Messzahlen verwendet. Diese erleichtern die
Standardisierung und Vergleichbarkeit. In erster Linie ist die Unterscheidung zwischen
a- und B-Diversitat hervorzuheben. Die a-Diversitat beschreibt die Heterogenitéat der
bakteriellen Spezies innerhalb einer Probe oder eines Individuums. Die a-Diversitat
wurde im Rahmen unserer Untersuchung durch die Einzelkomponenten ,Richness®,
.Evenness“ und den ,Shannon Diversity Index* erfasst. Wahrend ,Richness” die Anzahl
der verschiedenen bakteriellen Arten beschreibt, erfasst ,Evenness® die GleichmaRigkeit
der Verteilung dieser Arten. Der ,Shannon Diversity Index‘ berlcksichtigt beide

Maf3zahlen in seiner Abbildung der Alpha-Diversitat.

Die B-Diversitat gibt hingegen die Diversitatsunterschiede zwischen verschiedenen
Individuen oder Proben wieder. Im Rahmen unserer Untersuchungen wurden die
"Distanzen” zwischen den einzelnen Proben mittels Distanzmatrix und

Hauptkomponentenanalyse (PCoA) ermittelt und grafisch dargestellt.

2.3.9 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Daten wurde eigenstandig, mit dem Programm GraphPad
Prism v.9.4.1, La Jolla, Kalifornien, USA, oder mit R Studio Version 2022.12.0+353 im
der Institutseigenen Analysesoftware MicroBIEM (Bhattacharyya M, 2019) durchgeftihrt.
Verglichen wurden mikrobielle Diversitat (a- und B-Diversitat) und die Haufigkeit der 15
haufigsten, bakteriellen Arten und Familien. Fir die Quantifizierung der mikrobiellen
Diversitat wurde hierbei die folgenden Messzahlen angewendet. Richness, Evenness,
Shannon-Diversity Index und die relative Haufigkeit des Bakteriums S. aureus. Die
Gauss‘sche Normalverteilung der Daten wurde mittels Shapiro-Wilk-Test Uberprift. Die
statistische Signifikanz von Unterschieden zwischen zwei kontinuierlichen, ungepaarten,
nicht normalverteilten Variablen wurde durch nicht-parametrische Mann-Whitney-Tests
ermittelt. Unterschiede zwischen gepaarten Gruppen wurden hingegen mittels des
gepaarten Wilcoxon-Tests untersucht. Korrelationen zwischen kontinuierlichen
Variablen wurden durch nicht-parametrische Spearman-Rangkorrelationen untersucht.
Der Vergleich der Varianz im Hautmikrobioms fir nichtparametrische Variablen
verschiedener Gruppen wurde mittels Kruskal-Wallis Test untersucht. Signifikanz wurde

bei einem zweiseitigen Alpha-Fehler von p< 0,05 angenommen.
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3  Ergebnisse

3.1 Studienkollektiv

3.1.1 Altersverteilung

Die Altersverteilung der untersuchten Teilnehmenden lag zwischen 0 und 84 Jahren.
Dabei betrug das arithmetische Mittel 35,97 Jahre. Mit Ausnahme eines Peaks bei
Kinder- und Jugendalter war die Alterszusammensetzung der Studienkohorte anndhernd

normalverteilt, jedoch nicht signifikant. (Siehe Abbildung 9)

Anzahl der Probanden in n

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Alter in Jahren

Abbildung 9: Altersverteilung der untersuchten Kohorte (n=462). Dargestellt ist die Anzahl der
Studienteilnehmenden des jeweiligen Alters. Das arithmetische Mittel betrugt 35,97 Jahre bei einer
Standartabweichung von +20,28 Jahren

3.1.2 Geschlechterverteilung

Die untersuchte Kohorte unterschied sich stark in Bezug auf die Geschlechterverteilung.
So wurden fast doppelt so viele Probandinnen wie Probanden mit leichtem SCORAD
eingeschlossen, wahrend sich das Verhaltnis mit steigendem SCORAD annaherte.
(Siehe Abbildung 10)
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Abbildung 10: Anamnestisches Geschlecht der untersuchten Kohorte unterteilt nach Auspragung
der AD. Dargestellt ist die absolute Anzahl der Versuchspersonen mit anamnestisch mannlicher bzw.
weiblicher Geschlechtsidentitat. Unterschieden wird zwischen Teilnehmenden mit mildem, moderaten und
schwerem SCORAD (<25 =mild; 25-50=moderat; >50 schwer).

3.1.3 Atopieanamnese, Schweregrad und Therapiestufe

Die Teilnehmenden wurden nach dem Verlauf ihrer Hauterkrankung befragt. Es wurden
zu gleichen Teilen chronisch-konstante und rezidivierende Verlaufe beschrieben. Von
asymptomatischen oder nicht diagnostizierten Verlaufen wurde nur vereinzelt berichtet.
(Siehe Abbildung 11)

Im Rahmen der Studienvisiten wurde durch den Studienarzt bzw. die Studienarztin der
SCORAD als Maf3 fur die Auspragung der AD erhoben. Der Uberwiegende Teil der
Teilnehmenden zeigte eine moderate Ausprdgung (n=206) mit SCORAD-Werten
zwischen 25 und 50 (siehe Abbildung 12).

Entsprechend der anamnestisch erhobenen Angaben zur Medikation erfolgte die
Gruppierung der Teilnehmenden in Therapiestufen. Ein Grof3teil der Teilnehmenden gab
an, nur Basistherapeutika zu verwenden. Lediglich 8% der Versuchspersonen gaben
eine laufende systemische Behandlung an. (Siehe Abbildung 13) Die Diskrepanz
zwischen Hautzustand und Therapiestufe wird in Abbildung 14 deutlich. So stieg zwar
im Median die Therapiestufe mit zunehmender Auspréagung der AD. Gleichwonhl
verwendeten viele Teilnehmende auch bei schwerster Auspragung der AD
ausschlie3lich Basistherapie. Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Therapie

von Testpersonen mit moderater und schwerer AD festgestellt werden.
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Abbildung 11: Atopieanamnese der untersuchten Kohorte (n=462). Dargestellt ist die Anzahl der
Teilnehmenden, sowie die jeweils anamnestisch erhobene Auspragung der atopischen Dermatitis. Bei allen
Teilnehmenden wurden Iasionale Trockenhautabstriche gewonnen. (AD- atopische Dermatitis)

250 =
(o)
o
N
200
c
£
c
3
% 150 = § .
38 S
T
)
S 100
e
@
N
oy
<
50
0= T
<25 25-50 >50
SCORAD

Abbildung 12: Schweregrad der atopischen Dermatitis innerhalb des untersuchten Kollektivs (n=464).
Dargestellt ist die Auspragung der atopischen Dematitis und ihre objektive Erfassung durch globalen
SCORAD. In dieser Darstellung erfolgte eine Unterteilung in mild, und schwer auf Basis der
Therapiegrenzen zur Therapie der atopischen Dematitis.
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Abbildung 13: Therapiestufe der untersuchten Kohorte entsprechend der Leitlinie zur Therapie der
atopischen Dermatitis. Dargestellt ist die Anzahl der Teilnehmenden pro Therapiestufe (n=453). Stufe 1
entspricht einer Basistherapie mit fettenden Externa (Emollients), Betroffenenedukation und
Allergenmeidung. Stufe 2 entspricht einer lokalen Therapie mit topischen Corticosteroiden der Klasse Il und
topischen Calcineurininhibitoren. Stufe Il umfasst die lokale Therapie mit topischen Corticosteroiden der
Klasse lll. Stufe IV umfasst Teilnehmende unter Systemtherapie mit immunmodulatorischen Substanzen.
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Abbildung 14: Verteilung innerhalb der Therapiestufen in Abhangigkeit des Schweregrades der
atopischen Demmatitis Dargestellt ist die Therapiestufe der Teilnehmenden sowie die Mediane Therapiestufe
in Abhangigkeit des SCORAD. Die statistische Analyse erfolgte durch zweiseitigen Man-Whitney U Test. Fur
p<0.05 wurde statistische Signifikanz angenommen. (p1<0.001; p2=0.001)
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3.2 Einflussfaktoren auf das Hautmikrobiom

3.2.1 Alter, Geschlecht und der Auspragungsgrad der S. aureus-Besiedlung

Um den Einfluss der Therapie auf das Mikrobiom zu beschreiben, war es erforderlich
maogliche Konfounder zu identifizieren. Die relative S. aureus-Haufigkeit wurde mit Alter,
Geschlecht und Hautzustand (SCORAD) korreliert.

Fur lasionale Proben konnte keine Korrelation von Alter und relativer Haufigkeit des
Bakteriums S. aureus nachgewiesen werden. (Abbildung 15)

Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der relativen S. aureus Haufigkeit
zwischen mannlichen und weiblichen Teilnehmenden (Abbildung 16).
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Abbildung 15: Korrelation von Alter und relativer Haufigkeit von Staphylokokkus aureus Das Alter
der Teilnehmenden wurde zum Zeitpunkt t0 der Abstrichgewinnung bei Erstvorstellung erfragt. Der
gekennzeichnete Bereich um die Regressionsgerade markiert das Konfidenzintervall (95%) dar. Die
statistische Analyse erfolgte durch zweiseitige Spearman Rangsummenkorrelation. Fir rho >0,5 wurde eine
starke positive Korrelation angenommen.
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Abbildung 16: Vergleich der relativen S. aureus Haufigkeit zwischen Proben mannlicher und
weiblicher Studienteilnehmender. Statistische Auswertung erfolgte durch zweiseitigen Mann-Whitney U.
Fir p<0.05 wurde statistische Signifikanz angenommen. Abgebildet sind die Einzelwerte, sowie der
Mittelwert (m und Standartabweichung. (n=462; p=0,36)

3.2.2 Hautmikrobiom in Abhangigkeit des Hautzustandes

Die taxonomische Analyse der lasionalen Proben zeigte eine offensichtliche Abnahme
der bakteriellen Diversitat mit steigendem SCORAD (Abbildung 17). Darlber hinaus
konnte eine deutliche Korrelation zwischen der Verschlechterung des Hautzustandes
(hier gemessen mit SCORAD) und der relativen Haufigkeit von S. aureus nachgewiesen
werden (Abbildung 18). Allerdings, bestand diese Korrelation nicht homogen fir jede
Versuchsperson lasional. So bestand bei einigen Versuchspersonen trotz hoher relativer
Haufigkeit von S. aureus ein geringer SCORAD und umgekehrt. In weiteren Analysen
wurde lediglich der globale SCORAD als Parameter des Hautzustandes genutzt. Grund
war die im SCORAD erfolgte zusatzliche Betrachtung subjektiver Parameter bei
aquivalenter Aussage. Des Weiteren erfolgte die Definition der Therapiegrenzen im

Rahmen der therapeutischen Leitlinie anhand des SCORAD.



3 Ergebnisse 36

Andere
1.0+ Undefiniert

Acinetobacter johnsonii
Corynebacterium aurimucosum
Moraxella osloensis
Pseudomonas stutzeri
Streptococcus salivarius

Streptococcus pseudopneumoniae

Streptococcus pneumoniae

relative Haufigkeit

Staphylococcus simiae

Propionibacterium namnetense

Propionibacterium acnes
Staphylococcus haemolyticus

Staphylococcus petrasii

Staphylococcus saccharolyticus

Staphylococcus hominis

hautgesund <25 25-50 >50

Staphylococcus epidermidis

SCORAD === Staphylococcus aureus

Abbildung 17: Taxonomische Verteilung der bakteriellen Arten aller lasionalen Proben Dargestellt ist
die relative Haufigkeit der 15 haufigsten bakteriellen Spezies in Abhangigkeit des Hautzustandes. Dieser
wurde durch den SCORAD abgebildet, wobei zwischen milder, moderater und schwerer Auspragung der AD
unterschieden wurde. Bakterielle Spezies ohne mdgliche Zuordnung sind lila dargestellt.
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Abbildung 18: Korrelation von SCORAD und relativer Haufigkeit von S. aureus. Abgebildet sind
SCORAD lasionaler Proben (n=462) zum Zeitpunkt t0 der Materialgewinnung bei Erstvorstellung. Jeder
Punkt markiert Score und rel. S. aureus Haufigkeit einer Versuchsperson. Der farblich gekennzeichnete
Bereich um die Regressionsgerade kennzeichnet das Konfidenzintervall (95%). Statistische Analyse der
Korrelation fiir nicht-normalverteilte Daten erfolgte durch einseitige Spearman Rangsummenkorrelation. Fir
rho >0,5 wurde eine starke positive Korrelation angenommen.
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3.2.3 Einfluss der Therapie auf das Hautmikrobiom

Es zeigten sich deutliche Unterschiede im Hautmikrobiom bei unterschiedlichen
Schweregraden der AD (Abbildung 17). Der starke Einfluss des Hautzustandes
verhinderte eine unverzerrte Untersuchung moglicher Unterschiede zwischen den
Therapiegruppen. Fur weitere Vergleiche wurden deshalb die Gruppen leichter
(SCORAD<25), mittelschwerer (SCORAD 25-50) und schwerer (SCORAD>50)
Auspragung gesondert betrachtet.

Eine Dominanz der Staphylokokken bzw. des S. aureus-Wachstums mit zunehmender
Verschlechterung des Hautbildes konnte sowohl auf Familien- als auch auf
Speziesebene gezeigt werden (Abbildung 18). Weiterhin zeigt sich mit zunehmender
relativer Haufigkeit des S. aureus eine Abnahme der Haufigkeit von Cutibakterium.
acnes bzw. Koagulase-negativer Staphylokokken wie S. epidermidis oder S. hominis
(Abbildung 19)

Bei moderater AD, unter systemisch-immunsuppressiver Therapie (Therapiestufe 4)
konnte eine signifikante Reduktion des S. aureus im Vergleich mit topischen Therapien
und Basistherapie gezeigt werden (Abbildung 21-A). Verschiedene MessgroRen der
mikrobiellen Diversitat (Richness, Evenness, Shannon-Diversity Index) zeigten jedoch
keine signifikanten Unterschiede im Hautmikrobiom (Siehe Abbildung 20, Abbildung 21,
Abbildung 22). Die durch Distanzmatrix dargestellte B-Diversitdat zeigte keine

signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Therapiegruppen (Abbildung 23).

Die Systemtherapeutika innerhalb der Studienkohorte umfassten eine heterogene
Gruppe von Substanzen unterschiedlicher Wirkmechanismen und Effektivitat. Sie bilden
die hochste Eskalationsstufe im aktuellen Therapieschema. Unser Ziel war mégliche
Unterschiede zwischen den Systemtherapeutika differenzierter darzustellen. Bei der
geringen Anzahl von Testpersonen unter Systemtherapie wurde nicht auf Basis des
SCORAD differenziert. Wie in Abbildung 24 ersichtlich unterschied sich das
Hautmikrobiom der Teilnehmenden unter Systemtherapie erheblich. Teilnehmende
unter Biologika oder Cyclosporin wiesen eine deutlich geringe Haufigkeit von S. aureus
auf. Fur systemische Corticosteroide zeigen jedoch ein heterogeneres Bild mit im Mittel

starker Ausgepragtem S. aureus Wachstum.
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Abbildung 19: Taxonomische Unterscheidung der 10 hdufigsten Familien und Spezies. Dargestellt ist
die relative Haufigkeit der 10 haufigsten bakteriellen Familien und Spezies in lasionalen
Trockenhautabstrichen von Teilnehmenden mit AD. Verglichen wurden unterschiedliche Therapiestufen,
jeweils innerhalb eines Schweregrades (mild, moderat, schwer). Die Teilnehmendenzahl des jeweiligen
Auspragungsgrades, bzw. der jeweiligen Therapiestufe sind in den farblich hinterlegten Kasten angegeben.
Die gewahlten Therapiestufen entsprechen dem in Abbildung 7 dargestellten ,Stufenschema zur Therapie
der atopischen Dermatitis*.
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Abbildung 20: relative S. aureus-Haufigkeit und a-Diversitat des Hautmikrobioms im Vergleich
unterschiedlicher Therapiestufen bei mild ausgepréagter, atopischer Dermatitis. Dargestellt sind
Richness, Evenness und Shannon Diversity Index als Parameter der mikrobiellen Diversitat sowie Mittelwert
und Standartabweichung. Jeder Punkt bildet eine l&sionale Abstrichprobe einer Versuchsperson ab.
Unterscheidung der Therapie erfolgte wird Anhand der in Abbildung 7 dargestellten Therapiestufen.
Statistische Auswertung der Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte durch Kurskal-Wallace Test.
Statistische Signifikanz wurde ab einem p<0.05 angenommen. (pa=0,81; ps=0,26; pc=0,44; pp=0,69)
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Abbildung 21: relative S. aureus-Haufigkeit und a-Diversitit des Hautmikrobioms im Vergleich
unterschiedlicher Therapiestufen bei moderat ausgepragter, atopischer Dermatitis. Dargestellt sind
Richness, Evenness und Shannon Diversity Index als Parameter der mikrobiellen Diversitat sowie Mittelwert
und Standartabweichung. Jeder Punkt bildet eine Iasionale Abstrichprobe eines ab. Die Unterscheidung der
Therapie erfolgte Anhand der in Abbildung 7 dargestellten Therapiestufen. Statistische Auswertung der
Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte durch Kurskal-Wallace Test. Statistische Signifikanz wurde ab
einem p<0.05 angenommen. (pa=0,02 (*); pe=0,17; pc=0,15; pp=0,46)
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Abbildung 22: relative S. aureus-Haufigkeit und a-Diversitit des Hautmikrobioms im Vergleich
unterschiedlicher Therapiestufen bei schwer ausgepragter, atopischer Dermatitis. Dargestellt sind
Richness, Evenness und Shannon Diversity Index als Parameter der mikrobiellen Diversitat sowie Mittelwert
und Standartabweichung. Jeder Punkt bildet eine Iasionale Abstrichprobe einer Versuchsperson ab. Die
Unterscheidung der Therapie erfolgte Anhand der in Abbildung 7 dargestellten Therapiestufen. Statistische
Auswertung der Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte durch Kurskal-Wallace Test. Statistische
Signifikanz wurde ab einem p<0.05 angenommen. (pA=0,13; ps=0,35; pc=0,52; pp=0,75)

Mit zunehmender Auspragung der AD zeigte sich auch eine zunehmende Polarisierung
des Hautmikrobioms. Besonders deutlich wird dies in Abbildung 22-A. Die relative
Haufigkeit des Bakteriums S. aureus Uberstiegt die 50% deutlich oder blieb deutlich
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darunter. Um mogliche Unterschiede innerhalb der sehr heterogenen Gruppe der
Systemtherapeutika weiter zu beleuchten, erfolgte die separate Betrachtung in
Abbildung 24.
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Abbildung 23: B-Diversitdt des Hautmikrobioms im Vergleich unterschiedlicher Therapiestufen und
Auspragungen der atopischen Dermatitis. Durch PCA dargestellt ist die Distanz zwischen den
verschiedenen Proben. Jeder Punkt bildet eine Iasionale Abstrichprobe ab. Unterscheidung der Therapie
erfolgte wird Anhand der in Abbildung 7 dargestellten Therapiestufen. Statistische Signifikanz wurde ab
einem p<0.05 angenommen.
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Abbildung 24: relative Haufigkeit von S. aureus in lasionalen Abstrichen (n=36) von
Versuchspersonen unter systemisch-immunsuppressiver Therapie. Dargestellt ist die relative
Haufigkeit von S. aureus pro Versuchsperson sowie der arithmetische Mittelwert und die
Standardabweichung. Aufgefiihrt sind On- und off-Label-Therapien der atopischen Dermatitis zum Zeitpunkt
des Studieneinschlusses.

Die separate Betrachtung der eingesetzten systemischen Therapeutika erfolgte
aufgrund der begrenzten Versuchspersonenzahl fur alle Versuchspersonen unabhangig
von der zugrunde liegenden Auspragung der AD. Eine signifikante statistische Aussage
ist aufgrund der geringen Versuchspersonenzahl nicht moglich. Es zeigte sich jedoch
lediglich in I&sionalen Abstrichen der Versuchspersonen unter zielgerichteter Therapie
mit Dupilumab ein Trend zu geringerer relativer Haufigkeit von S. aureus. Alle anderen

immunsuppressiven Systemtherapeutika erreichten diese Reduktion nicht.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei moderater atopischer Dermatitis zeigt das Hautmikrobiom unter Systemtherapie im

Vergleich zu Lokal- und Basistherapie signifikant weniger Uberwucherung durch S. aureus.
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Al ! Abstrich Haufigkeit
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Fazit
1. 8. aureus - Uberwuchs bleibt als potentieller Angriffspunkt und Marker des Hautzustandes bei AD relevant
2. Untersuchungen zum Einfluss moderner, systemtherapeutischer Interventionen auf das Hautmikrobiom sind nétig
3. Interventions - Langsschnittstudien sind fiir die Bestatigung der Kausalzusammenhange zwingend erforderlich

Abbildung 25: Grafischer Abstract der Disserationsarbeit, dargestellt sind Studiendesign, Hypothesen und
generierte Ergebnisse, sowie mogliche Folgerungen. Graphischer Abstract erstellt von RR mit Biorender.com

Meine Arbeit bestatigt die wichtige Rolle des Bakteriums S. aureus im mikrobiellen
Ungleichgewicht der Haut bei atopischer Dermatitis. In unserer Querschnittsstudie
wurden 462 Personen mit Neurodermitis unterschiedlicher Ausprdgung aus den
Studienzentren Bonn und Augsburg untersucht. Im Rahmen der ProRaD-Studienvisiten
wurden der Hautzustand sowie die durchgefihrten therapeutischen Interventionen
standardisiert und systematisch erfasst. Die Charakterisierung des Hautmikrobioms
erfolgte mittels 16S-rRNA-Amplicon-basierter Next-Generation-Sequenzierung von
Trockenhautabstrichen lasionaler Areale und anschlieRender bioinformatischer
Aufbereitung der Datensatze. Ziel dieser Dissertation war die Erfassung wesentlicher
Unterschiede im Hautmikrobiom in Abhé&ngigkeit der Ausprégung der atopischen
Dermatitis. Dartiber hinaus wurde der Effekt lokaler und systemischer Therapie auf die

mikrobielle Diversitat und die relative Haufigkeit des Bakteriums S. aureus untersucht.

Wir konnten bestatigen, dass die relative Haufigkeit von S. aureus mit dem Schweregrad
der atopischen Dermatitis korreliert. Dieses Ergebnis bestétigt frihere Untersuchungen
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des Hautmikrobioms von AD-Patientinnen und -Patienten. (Altunbulakli et al., 2018,
Rauer et al., 2023, Gong et al., 2006)

Es wurden zudem Unterschiede im Hautmikrobiom der Teilnehmenden in Abhangigkeit
des Therapieregimes untersucht. Dazu wurden die Teilnehmenden in definierte
Therapiestufen gemafR der aktuellen Version der Therapieleitlinie zur atopischen
Dermatitis eingeteilt (Wollenberg et al., 2018). Wir konnten keinen Zusammenhang
zwischen lokaler, therapeutischer Intervention und Veranderung der mikrobiellen

Diversitat zeigen.

Fur Teilnehmende unter Systemtherapie lieRen sich Hinweise auf einen Mikrobiom-
modulierenden Effekt darstellen. Besonders Teilnehmende unter zielgerichteter
Systemtherapie zeigten bei moderat ausgepragter atopischer Dermatitis eine Reduktion
der relativen Haufigkeit von S. aureus im Vergleich zu Lokal- und Basistherapeutischen

Interventionen.

4.2 Die Verschlechterung des Hautzustandes korreliert direkt
mit der relativen Haufigkeit von S. aureus

Verschlechterter Hautzustand und relative Haufigkeit von S. aureus korrelieren direkt

@ | . . V
= .
verschlechterter Hautzustand % o °* Bestitigung bekannter
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a|e
= ~ R .
3 SCORAD > Kein Einfluss von Alter und
Geschlecht
; Selbst verstarkender
Fazit )
- o Kreislauf
1. Bestatigung bekannter Korrelation in ProRaD - Kohorte '
2. Wichtiger Confounder / Stérfaktor bei der Untersuchung
weiterer Einflussfaktoren
3. Alter und Geschlecht zeigen keine direkte Korrelation mit Barrierestdrung ‘ Entziindung
relativer S. aureus - Haufigkeit v

Abbildung 26: Grafischer Abstract Hypothese 1: Ein verschlechterter Hautzustand (héherer SCORAD)
korreliert mit der relativen S. aureus Haufigkeit — Grafik erstellt von RR in Biorender.com

Unsere Arbeit konnte anhand der untersuchten ProRaD-Kohorte eine starke positive
Korrelation zwischen der Auspragung der atopischen Dermatitis und der relativen
Haufigkeit von S. aureus im Hautmikrobiom nachweisen. Die Auspragung der
atopischen Dermatitis wurde dabei standardisiert durch SCORAD erfasst. Wir
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bestatigten diese, bereits in friheren Arbeiten formulierte Beobachtung in unserer
groRen Teilnehmendenkohorte.

S. aureus ist das wahrscheinlich wichtigste opportunistisch-pathogene und kommensale
Bakterium des menschlichen Hautmikrobioms. Das Auftreten des Bakteriums ist dabei
nicht zwingend pathologisch. Die Pravalenz von S. aureus im Nasenvorhof gesunder
Menschen wird je nach Studie auf 20 bis 30 % geschatzt (Lowy, 1998). Besonders in
feuchten Hautarealen ist S. aureus haufig bei hautgesunden Erwachsenen nachweisbar
(Williams, 1963). Aufgrund seiner einzigartigen Anpassung an den menschlichen Wirt
verfligt S. aureus uber eine Vielzahl von Mechanismen, die sein langfristiges Uberleben
auf der Haut sichern. Zentral sind dabei die Beeinflussung und Umgehung der adaptiven
Immunantwort des Wirtes sowie eine hohe genetische Plastizitat und
Anpassungsfahigkeit (Thammavongsa et al.,, 2015). Bei der Entwicklung von
Hauterkrankungen spielt auch die Quantitat des Bakteriums eine Rolle. Das Wachstum
von S. aureus auf atopischer Haut kann dabei das von hautgesunden hundertfach
Ubersteigen (Williams et al., 2017). Diese ,Uberwucherung® der Hautmikrobioms durch
S. aureus bei atopischer Dermatitis ist seit 40 Jahren beschrieben (Leyden et al., 1974).
In ihr wird ein SchlUsselfaktor fur die reduzierte Vielfalt und das Ungleichgewicht des
Hautmikrobioms bei atopischer Dermatitis gesehen (Rauer et al., 2023, Altunbulakli et
al., 2018). Eine wichtige, jedoch ungeklarte Frage bleibt, ob die Uberwucherung durch
S. aureus nur eine Folge der atopischen Dermatitis ist oder ob sie zusatzlich eine
wesentliche Rolle in der Entstehung der Hauterkrankung spielt. Fir eine
pathophysiologische Schlisselrolle sprechen Tierversuche an Mausen, bei denen S.
aureus Isolate von Atopikern eine Verdickung der epidermalen Barriere und eine
verstarkte Tu2-vermittelte Immunantwort hervorriefen (Byrd et al., 2017b). Aul3erdem
konnte gezeigt werden, dass der bakterielle Bewuchs der Haut durch S. aureus der
Manifestation einer atopischen Dermatitis in Kleinkindern voraus geht. (Meylan et al.,
2017) Es stellt sich jedoch die Frage, ob nicht auch eine asymptomatische AD, aufgrund
der gestorten Hautbarriere, das Hautmikrobiom beeinflusst. Um einen kausalen
Zusammenhang zwischen S. aureus Uberwucherung und der Pathogenese der AD
nachzuweisen, ist ein besseres Verstandnis der pathophysiologischen Prozesse
zwingend erforderlich. Dabei sollten entzindungsbedingte Verdnderungen der
Hautphysiologie und des bakteriellen Milieus, z.B. durch pH-Verschiebung und
Reduktion des ,Saureschutzmantels® der Haut, bertcksichtigt werden (Hulpusch et al.,
2020). Fur die erleichterte bakterielle Penetration in die Dermis konnte bei Mausen mit
defekter Hautbarriere gezeigt werden, dass dies zu einer weiteren Exazerbation der

proinflammatorischen Immunsituation fuhrt (Nakatsuji et al., 2016). Immunologischen
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Vorgangen im Sinne einer Ty2-vermittelten Entziindungsantwort wird ihrerseits ein
modulierender Einfluss auf das Hautmikrobiom zugeschrieben.(Leyva-Castillo et al.,
2019, Cho et al., 2001) Der sich so selbst verstarkende Kreislauf zwischen
Barrierestorung, Entziindungsreaktion und mikrobiellem Ungleichgewicht ist ein
maoglicher Erklarungsansatz fur die direkte Korrelation der relativen Haufigkeit von S.
aureus und dem Hautzustand. Die Durchbrechung des inflammatorischen Kreislaufs
bildet einen wichtigen Angriffspunkt moderner, zielgerichteter systemischer
Therapeutika sowie lokaler antibakterieller Mal3nahmen durch Antiseptika (W ollenberg
et al., 2018).

Die beobachtete Veranderung des Hautmikrobioms mit zunehmendem Schweregrad der
AD stellt einen starken Konfounder bei der Bewertung verschiedener Einflisse auf das

Hautmikrobiom von Patientinnen und Patienten mit AD dar.

Um die starke Verzerrung durch den Hautzustand in weiteren Analysen zu eliminieren,
wurden leichte, mittelschwere und schwere Auspragungen der AD getrennt betrachtet.
Der Vergleich der Therapien erfolgte analog zu den européischen Leitlinien in
entsprechenden Therapiestufen (Wollenberg et al., 2018). (Abbildung 20-Abbildung 23)
In den Therapiestufen 1-3 wurden die basistherapeutische Intervention durch
Emollienzien (1), antientziindliche Lokaltherapeutika der Glukokortikoidklasse Il und
topische Calcineurininhibitoren (2) sowie topische Glukokortikoide der Klasse Il (3)

zusammengefasst.
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4.3 Die Therapie mit Lokaltherapeutika korreliert nicht mit
einer wiederherstellten mikrobiellen Diversitat oder einer
Reduktion der relativen Haufigkeit von S. aureus.

Das Hautmikrobiom von Teilnehmenden unter Lokaltherpeutika unterscheidet sich nicht
signfikant von dem unter Basistherapie

Anti-inﬂammatorisehe Keine signifikanten
Lokaltherapie korreliert Unterschiede unter

mit erhéhter mikrobieller Lokaltherapie im Vergleich

Diversitat zu Basistherapie
nachweisbar

Fazit

1. Keine Unterschiede in der mikrobiellen Diversitdt bei Teilnehmenden unter anti-inflammatorischer Lokaltherapie im
Vergleich zu Teilnehmenden unter Basistherapie

2. Moglicherweise lediglich indirekte Effekte durch Verbesserung der Hautbarriere zu beobachten

3. Neue, selektive Wirkstoffklassen bei Topicals (e.g lokale JAK-1 Inhibitoren) bieten Potential fiir die Beobachtung
spezifischer Effekte auf das Hautmikrobiom

Abbildung 27 -Grafischer Abstract Hypothese 2: Das Hautmikrobiom von Teilnehmenden unter
Lokaltherapeutika unterscheidet sich nicht signifikant von dem unter Basistherapie- Grafik erstellt von RR in
Biorender.com

Im Rahmen meiner Dissertation konnte ich keinen Unterschied der mikrobiellen
Diversitat  durch  anti-inflammatorische  Lokaltherapie im  Vergleich  mit
basistherapeutischer Intervention zeigen. (Abbildung 20-Abbildung 23)

Ein wichtiger Baustein in der Therapie der atopischen Dermatitis ist die tagliche
Anwendung von Emollienzien als Basistherapie. (Wollenberg et al., 2018). Wahrend die
klinische Bedeutung fettender Externa zur Starkung der Hautbarriere unbestritten ist,
wird der praventive Nutzen einer frihen Basistherapie bei Neugeborenen kontrovers
diskutiert. Einige Studien konnten den protektiven Effekt einer frihen préaventiven
Basistherapie bei sogenannten ,Risikokindern“ nachweisen (Horimukai et al., 2014, Ni
Chaoimh et al., 2023, Zhong et al., 2022, Simpson et al., 2014). Dieser Schutzeffekt
konnte jedoch in anderen randomisiert-kontrollierten Studien nicht reproduziert werden,
in denen zum Teil eine hohere Inzidenz von Hautinfektionen unter praventiven
Emollienzien bei Neugeborenen beobachtet wurde (Chalmers et al., 2020, Skjerven et
al., 2020, Harder et al., 2023). Kurzlich durchgefuhrte Mikrobiomanalysen bei praventiv
behandelten Neugeborenen zeigten keine signifikanten Unterschiede im Mikrobiom der
Behandelten (Harder et al., 2023). Allerdings sind Unterschiede im Hautmikrobiom
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zwischen Sebum-reichen, fettigen und feuchten Hautarealen bekannt (Oh et al., 2014).
Die Frage, ob die lokale Therapie mit fettenden Externa ausreicht, um das Mikromilieu
der Haut ausreichend zu modulieren, bleibt jedoch offen. So haben auch andere
Faktoren wie der pH-Wert der Haut und die Sekretion antimikrobieller Substanzen einen
wichtigen Einfluss auf die bakterielle Diversitat der Haut. Weitere Untersuchungen zum

Einfluss von Emoallienzien auf das Hautmikrobiom sind daher notwendig.

Die Beeinflussbarkeit des Hautmikrobioms durch antiinflammatorische Lokaltherapien
wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Wahrend in einigen Studien eine Zunahme der
mikrobiellen Diversitat und eine Abnahme der S. aureus-Kolonisation durch
Lokaltherapien beobachtet wurde (Kwon et al., 2019, Khadka et al., 2021, Kong et al.,
2012), konnten andere keine signifikanten Unterschiede durch Lokaltherapie, sondern
ausschlie3lich bei zielgerichteter Systemtherapie durch Biologika feststellen (Olesen et
al., 2021, Callewaert et al., 2020, Hartmann et al., 2023). Fir die Anwendung von
verdinnten Bleichb&dern im Rahmen einer dieser Studien wurde eine antimikrobielle
Wirkung in Kombination mit einer Lokaltherapie postuliert, die zu einer Verbesserung der
atopischen Dermatitis fuhrte (Khadka et al., 2021). Folgeuntersuchungen konnten
jedoch fur die verwendeten Konzentrationen verdinnter Bleiche keinen antibakteriellen
Effekt zeigen (Sawada et al., 2019). Vielmehr seien immunmodulierende Effekt durch
die Hemmung von NFxB zu beachten, welche unabh&ngig von der mikrobiellen
Besiedlung zur Verbesserung des klinischen Bildes der atopischen Dermatitis fuihrten.
(Leung et al., 2013). Auch im Bereich der Lokaltherapie stehen interessante
Entwicklungen durch neue topische Substanzklassen wie JAK1-Inhibitoren oder PDE-4
Hemmern an (Kleinman et al., 2022). Mit der Zulassung dieser Substanzen erdffnen sich
neue Mdoglichkeiten, die Auswirkungen spezifischer immunmodulatorischer Effekte auf
das Hautmikrobiom und die Hautbarriere zu beschreiben und Ruckschlisse auf die

zugrunde liegenden Prozesse zu ziehen.

Das Zusammenspiel von Barrierefunktion mikrobieller Dysbalance und nachgeschalteter
Immunmechanismen bleibt komplex (Altunbulakli et al., 2018, Eyerich et al., 2018,
Baurecht et al., 2018). Diskutiert wird insbesondere der kausale Zusammenhang
zwischen Barrierestérung, mikrobieller Dysbalance und der Entstehung entzindlicher
Hautveranderungen. Ob die mikrobielle Dysbalance Ausloser oder Folge einer gestorten
Immunregulation ist, bleibt umstritten. Eine prazise Aussage wird dadurch erschwert,
dass moderne, zielgerichtete Therapien neben der Wiederherstellung der mikrobiellen
Diversitat haufig gleichzeitig zu einer Wiederherstellung der Hautbarriere fihren. Es
bleibt daher offen, ob die Wiederherstellung der mikrobiellen Diversitat Teilursache oder

Folge der wiederhergestellten Hautbarriere ist (Bieber, 2020).
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4.4 Die Therapie mit Systemtherapeutika korreliert bei
moderater atopischer Dermatitis mit einer Reduktion der
relativen Haufigkeit von S. aureus

Das Hautmikrobiom von Teilnehmenden mit moderater AD unter Systemtheapie zeigt
eine signifikant geringere, relative Haufigkeit von S. aureus

Bei moderater Auspragung
signifikant geringere,
relative

S. aureus Haufigkeit

Immunmodulierende
Systemtherapeutika
fihren zur
Wiederherstellung der
mikrobiellen Diversitat

Fazit

1. Teilnehmende unter systemtischer anti-inflammatorischer Therapie und moderater AD zeigten signifikant weniger
relative Haufigkeit von S. aureus im Hautmikrobiom

2. Unterscheidung der Systemtherapien nach Wirkmechanismus essentiell um Riickschliisse auf Wirt-Mikrobiom
Interaktion zu ziehen und Pathomechanismus der mikrobiellen Dysbalance bei AD zu erkléren

3. Erste Erklarungen fiir Wirkungen der Ty2-Zytokinblockade auf das Mikrobiom in AMPs, Juckreiz- und
Entziindungsreduktion

Abbildung 28 Grafischer Abstract Hypothese 3: Das Hautmikrobiom von Teilnehmenden unter
Systemtherapie mit moderater atopischer Demmatitis zeigt eine signifikant geringere relative Haufigkeit von
S. aureus. erstellt von RR in Biorender.com

Teilnehmende mit moderat ausgepragter atopischer Dermatitis, zeigten in unserer
Studie unter Systemtherapie eine signifikant geringere relative Haufigkeit von S. aureus
als unter anti-inflammatorischer Lokaltherapie oder Basistherapie. Besonders aufféllig
war der deutliche Effekt der zielgerichteten Therapie durch den monoklonalen Antikorper
Dupilumab. Im Vergleich zu breiten immunmodulatorischen Therapien fuhrte diese zu
einer signifikant geringeren relativen Haufigkeit von S. aureus.

Der modulierende Einfluss der pro-inflammatorischen Tn2 Zytokine IL-4 und IL-13 auf
das Hautmikrobiom ist bekannt (Leyva-Castillo et al., 2019, Cho et al., 2001). Die
Mikrobiom- balancierende Wirkung der selektiven Zytokinblockade, lasst sich durch die
reduzierte, kdrpereigene Abwehr in Folge der inhibitorischen Wirkung der Tn2- Zytokine
erklaren. So konnte eine verminderte Sekretion anti-mikrobieller Peptide, wie humanen
B-defensins-3 oder Cathelicidinen gezeigt werden (Kisich et al., 2008). Auch wurde eine
erhohte Anfalligkeit der Keratinozyten gegenuber Staphylokokken-Toxin-a nach

Exposition mit Ty2-Zytokinen beschrieben. In Ihrer Konsequenz fiihrte diese zu einem
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vermehrten Absterben der Keratinozyten und einer gestorten Hautbarriere. (Brauweiler
et al., 2014)

Fur die zielgerichtete Systemtherapie der atopischen Dermatitis wurden in den letzten
funf Jahren eine Vielzahl an neuen Préparaten zugelassen (Traidl et al., 2021,
Wollenberg et al., 2021, European Medicines Agency, 2017). Arbeiten zur
therapeutischen Wirkung zielgerichteter Therapien auf das Hautmikrobiom basierten
bisher auf kleineren Interventionsstudien mit geringer Teilnehmendenzahl und kurzer
Studiendauer (Olesen et al.,, 2021, Callewaert et al., 2020). Erst kirzlich wurde fir
Dupilumab, jedoch nicht fur Cyclosporin der Mikrobiom-wiederherstellende Effekt im
Rahmen einer grof3eren Studie bestéatigt (Hartmann et al., 2023). Die Restitution eines
ausgeglichenen Hautmikrobioms geht dabei mit direktem klinischem Nutzen fur die
Betroffenen einher. So konnte nach Beendigung einer Intervalltherapie mit Dupilumab
eine nachhaltige Reduktion der Hautinfektionsinzidenz bei Kindern mit AD beobachtet
werden (Paller et al., 2022). Untersuchungen des Mikrobioms im Rahmen klinischer
Arzneimittelstudien bleiben deshalb von groR3er Bedeutung, um die Wechselwirkungen

zwischen Immunsystem und Mikrobiom besser zu verstehen.

Die Starke der im Rahmen der ProRaD gewonnenen Daten ist die grol3e Anzahl der
untersuchten Studienteilnehmenden, sowie die Analyse des Hautmikrobioms nach
standardisiertem Vorgehen, mit hoher Reliabilitdt. Wir untersuchten im Rahmen der
Studienvisiten den Hautzustand, die Medikamenteneinnahme sowie eine Reihe von
Umwelt- und anderen Einflussfaktoren nach systematisch-standardisiertem Vorgehen
(European Task Force on Atopic Dermatitis, 1993). Definierte Verfahren zur Gewinnung
von Metadaten und Hautabstrichen sind fur die Analyse des kutanen Mikrobioms
unerlésslich (Kong et al., 2017). Die systematische Erfassung von Einflussgré3en und
Umweltfaktoren ist ein wichtiger, aber haufig vernachléassigter Baustein in der
Erforschung mikrobieller Unterschiede bei verschiedenen Auspragungen des
heterogenen Krankheitsbildes der AD. Erst kirzlich wurde die Relevanz verschiedener

Einflussfaktoren auf das Hautmikrobiom dargestellt (Rauer et al., 2023, Luna, 2020).

Unsere untersuchte Kohorte bildete ein heterogenes Spektrum von Geschlecht und Alter
ab. Fir Alter und Geschlecht konnten wir keine Unterschiede in der relativen Haufigkeit
von S. aureus nachweisen. Fur die starkere Beteiligung weiblicher
Studienteilnehmerinnen (siehe Abbildung 10) kdnnen verschiedene Erklarungsansatze
herangezogen werden. So ist die Pravalenz des atopischen Ekzems in Europa in der

erwachsenen, weiblichen Bevolkerung héher als in der mannlichen. (Harrop et al., 2007,
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Johansson et al., 2022). Zusatzlich wird eine hdhere psychische Belastung durch die AD
bei Frauen im Vergleich zu Mannern diskutiert (Chernyshov, 2012). Diese konnte zu
einer arztlichen Vorstellung auch bei leichterer Auspragung fuhren. Daflr sprache, dass
sich mit zunehmender Auspragung der AD das Geschlechterverhaltnis anglich. Im Mittel
zeigten Manner im Rahmen anderer Studien zur atopischen Dermatitis starkere
Auspragungen als weibliche Studienteilnehmerinnen, was das Argument einer

Vorstellung erst bei ausgepragter Symptomatik unterstreicht (Maintz et al., 2021).

Wir konnten in unserer Untersuchung zeigen, dass zum Zeitpunkt der Studienerhebung
(2017-2019) ein groRBes Kollektiv mit schwerer Auspragung (SCORAD >50)
untertherapiert war. Die Therapie der AD orientiert sich an der aktuellen Therapieleitlinie
(Wollenberg et al., 2018). Ausschlaggebend fir die Zuordnung in eine Therapiestufe war
der Schweregrad der atopischen Dermaititis erfasst durch den Hautzustand (SCORAD).
Ursache kdnnten der zum Zeitpunkt der Studie noch andauernde Paradigmenwechsel
in der systemischen Therapie der AD sein. Wahrend fur die Psoriasis vulgaris bereits
potente Systemtherapeutika zur Verfugung standen, erfolgte die Zulassung des
Biologikums Dupilumab (a-IL4R) durch die europédische Arzneimittelbehdrde erst im

September 2017. (European Medicines Agency, 2017).

4.5 Weitere Ergebnisse und Limitationen

Bei Einschluss in unserer Studie wurden lediglich ein kleiner Teil der schwer Betroffenen
(n=5/125; 4%) mit Dupilumab behandelt. Diese Beobachtung deckt sich mit der anderer
europaischer Universitatsklinika (Pascal et al., 2020). Neben der Zulassung der
Biologika im Erhebungszeitraum konnte auch der administrative Mehraufwand in der
ambulanten Versorgung (z.B. bei der Kostenibernahme durch die gesetzlichen
Krankenkassen) eine Erklarung fir die beobachtete Versorgungslicke darstellen.
Dariiber hinaus bestanden im Jahr 2017 Vorbehalte wegen Dbeflrchteter
Nebenwirkungen und Toxizitat bei einer Langzeittherapie. Diese fihrten dazu, dass das
Biologikum kurz nach der Zulassung noch selten eingesetzt wurde. (Totri et al., 2017).
Inzwischen ist eine Anpassung der Konsensusleitlinie fur den Einsatz der
Systemtherapeutika bei moderater und schwerer AD erfolgt. (Werfel et al., 2021)
Biologika, sowie JAK-Inhibitoren finden somit breitere Anwendung in der Therapie der

moderaten und schweren AD.

Die Unterscheidung der Systemtherapie nach Wirkstoffklasse konnte, trotz eines
sichtbaren, starken Trends, keinen signifikanten Unterschied zwischen einzelnen
Therapeutika in Bezug auf die relative S. aureus Haufigkeit zeigen. Urséchlich fur die

mangelnde statistische Stérke konnte die geringe Anzahl systemisch-therapierter
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Versuchspersonen zum Zeitpunkt der Probenerhebung sein. (Abbildung 24) So wurden
durch Zulassung der Biologika, Ende des Jahres 2017 und der JAK-Inhibitoren 2021 die
systemischen Therapiemaoglichkeiten bei atopischer Dermaititis revolutioniert (European
Medicines Agency, 2017). Bei einer Wiederholung der Studie zum jetzigen Zeitpunkt
ware ein hoherer Anteil zu erwarten, die mit systemischen Biologika und JAK-Inhibitoren
behandelt werden. Prospektive Studien zum Einfluss moderner Systemtherapeutika
verschiedener Wirkmechanismen auf das Hautmikrobiom sollten deshalb Ziel kunftiger
Forschung sein.

Diese Querschnittsuntersuchung kann als Pilotstudie lediglich den Grundstein fir
weitere, longitudinale Untersuchungen der ProRaD- Kohorte bilden. Hervorzuhebende
Limitationen betreffen dabei das Studiendesign, die Kohortenzusammensetzung und
den Untersuchungszeitraum. Aus dem Querschnittsdesign ergeben sich automatisch
methodische Schwéchen. So konnten zwar Assoziationen aufgezeigt werden, eine
Ableitung kausaler Zusammenhénge ist jedoch nicht zuléssig. Trotz der heterogenen,
multizentrischen Studienkohorte sind Selektionsverzerrungen moglich. So setzte sich
die untersuchte Kohorte aus Freiwilligen zusammen, die Zeit und Interesse fur die
Teilnahme an der Studie aufbrachten. Aussagen aus Untersuchungen der
Studienkohorte  koénnen deshalb nur eingeschrankt repréasentativ auf die
Allgemeinbevolkerung Ubertragen werden. Die umfassende Erhebung der
Personendaten im Rahmen der ProRaD zielt auf die Erfassung mdglichst vieler
Einflussgrof3en ab. Dennoch kann die Erfassung aller relevanten Variablen und

Confounder nicht garantiert werden.

Mit der gehauften Zulassung neuer Systemtherapien, innerhalb der letzten finf Jahre,
kommen zunehmend Fragen zu Ihren Effekten auf Hautbarriere und Hautmikrobiom auf.
Die von uns untersuchten Datensatze wurden zu Beginn dieses therapeutischen
Wandels in den Jahren 2017-2019 erhoben. Prospektive Mikrobiomanalysen ab der
Einleitung von Systemtherapien durch Biologika oder JAK-Inhibitoren sind mdglich,
sinnvoll und sollten in weiteren Untersuchungen, bestenfalls longitudinal durchgefihrt
werden um wichtige Erkenntnisse zum Effekt therapeutischer Intervention auf das

Hautmikrobiom zu gewinnen.

Weitere Limitationen unserer Untersuchung betreffen methodische Entwicklungen in der
Analyse von Hautmikrobiomabstrichen. Die Untersuchung des Hautmikrobioms im
Rahmen unserer Studie erfolgte durch die Analyse 16S-rRNA-basierter Amplicon-
Sequenzierung. Diese ermdglicht die selektive Untersuchung bakterieller Erbinformation

mit einer Differenzierung bis auf Speziesebene. Der vom Institut fir Umweltmedizin
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entwickelte Annotationsalgorithmus (AnnotlEM) trégt dabei zu einer hohen
Identifikations- und Annotationsrate bei. (Bhattacharyya M, 2019)

Untersuchungen zur pathogenetischen Rolle von C. acnes bei Akne vulgaris haben
allerdings gezeigt, dass Pathogenitatsfaktoren bzw. Unterschiede auf Stammesebene
entscheidend fur die Pathogenitat der Mikrobiota sein konnen. (Fitz-Gibbon et al., 2013)
Auch fur S. aureus Isolate konnten genetische Unterschiede festgestellt werden. Diese
Unterschiede kdnnten, mit Blick auf spezifische Pathogenitatsfaktoren und Toxine, auch
relevant in der Pathogenese der AD sein. (Byrd et al., 2017a) Eine Analyse von S. aureus
auf Stammesebene lie3 sich allerdings durch das von uns verwendete Verfahren

methodisch nicht durchfthren.

Durch die selektive Betrachtung prokaryotischer rRNA wird tberdies nur ein Teilaspekt
des ,Okosystems Haut“ beleuchtet. Wichtige Informationen zu anderen Phyla des
Hautmikrobioms wie Eukaryoten, Protozoen, Viren oder Phagen gehen verloren. In den
letzten Jahren wurden methodische Lésungen entwickelt, um dieser Herausforderung
zu begegnen. Das ,whole metagenome shotgun sequencing“ (WMS) hat als wichtige
Alternativmethode in der Analyse von Hautabstrichen in den letzten Jahren an
Bedeutung gewonnen. (Meisel et al., 2016) Starke dieser Methode ist die Verfugbarkeit
der vollstandigen Erbinformation aller auf der Haut befindlichen Mikroorganismen.
Finanzielle Aspekte, die Handhabung der generierten Datenmengen und die starke
Kontamination durch Wirtserbgut bei vergleichsweise wenig Mikrobiomerbgut auf der

Haut stellen allerdings wichtige Herausforderung des WMS dar.

In unserer Pilotstudie konnten wir eine Korrelation zwischen der relativen Haufigkeit von
S. aureus und dem Schweregrad der AD in den lasionalen Hautarealen bestétigen.
Dariiber hinaus konnten wir eine geringere Kolonisation mit S. aureus bei Individuen mit
mittelschwerer atopischer Dermatitis (SCORAD 25-50) unter Systemtherapie im
Vergleich zu Individuen unter Lokaltherapie nachweisen. Die Ergebnisse dieser
Querschnittsstudie unterstreichen, dass Betroffene von modernen Therapieansétzen
nicht nur symptomatisch, sondern auch praventiv durch die Wiederherstellung des
mikrobiellen Gleichgewichts profitieren konnen. So liel sich durch systemtherapeutische
Intervention mit Biologika bereits in anderen Arbeiten eine Reduktion der Inzidenz von
Hautinfektionen zeigen. Somit bildet die Erforschung der therapeutischen Effekte
verschiedener Wirkstoffe auf die mikrobielle Dysbalance bei AD einen klinisch
relevanten Faktor mit direktem Einfluss auf die Gesundheit und Lebensqualitéat der

Betroffenen.



Diskussion 56

Die komplexen Zusammenhénge zwischen Hautbarriere, immunologischen Prozessen
und Hautmikrobiom sind trotz zunehmender Erforschung dieser Mechanismen noch
nicht vollstandig aufgeklart. Zuklnftige Langsschnittuntersuchungen verschiedener
Therapien und ihres Einflusses auf das Hautmikrobiom kdnnten daher einen
entscheidenden Beitrag beim Verstandnis der Wirt-Mikrobiom-Interaktionen leisten.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Dissertation war, den Einfluss lokaler und systemischer Therapeutika auf das
Hautmikrobiom bei Patientinnen und Patienten mit atopischer Dermatitis zu untersuchen. Unsere
Arbeit stiitzte sich auf im Rahmen der ProRaD gewonnene Proben und Daten. Die Erhebung der
von mir analysierten Daten erfolgte multizentrisch an den Standorten Augsburg und Bonn in den
Jahren 2017 bis 2019. Im Rahmen dieser Querschnittsanalyse wurden 1077

Hautmikrobiomabstriche mit Medikationsdaten von insgesamt 462 Teilnehmenden untersucht.

Die untersuchten Versuchspersonen im Alter von 0 bis 84 Jahren (& 35,97) berichteten zu
gleichen Teilen Uber chronisch-rezidivierende und chronisch-konstante  Verlaufe
unterschiedlicher Auspragung. Zum Untersuchungszeitpunkt wurden bei einem Viertel der
Versuchspersonen milde (SCORAD<25) oder schwere (SCORAD>50) Verlaufe objektiviert; die
Ubrige Halfte war moderat (SCORAD 25-50) betroffen.

Wir stellten eine starke Korrelation von Hautzustand und lasionaler Haufigkeit von S. aureus fest.
Fiar Alter und Geschlecht wurde keine Assoziation mit der relativen S. aureus Haufigkeit
nachgewiesen. Um Verzerrungen durch den Hautzustand zu eliminieren, erfolgte fir milde,
moderate und schwere Auspragung die gesonderte Betrachtung der entsprechend (Wollenberg

et al., 2018) festgelegten Therapiestufen.

Bei moderater Auspragung der AD zeigte sich signifikant weniger H&ufig S. aureus bei

Betroffenen unter Systemtherapie (Stufe 1V) im Vergleich zu topischer Therapie.

Die Unterscheidung im Schweregrad spiegelte sich nicht im Therapieregime wider. So
verwendete ein grolRer Teil (45/126; 35%) der schwer betroffenen Versuchspersonen entgegen

der aktuellen Leitlinienempfehlungen ausschlief3lich Basistherapeutika.

Wir konnten keinen signifikanten Unterschied im Hautmikrobiom, in Abhangigkeit der Therapie,
bei milder (SCORAD<25) oder schwerer (SCORAD 25-50) Auspragung nachweisen.
Teilnehmende unter Systemtherapie zeigten jedoch einen Trend zu Unterschieden in
Abhangigkeit des untersuchten Wirkstoffes. Insbesondere war die relative H&aufigkeit von S.
aureus bei Teilnehmenden unter Dupilumabtherapie im Mittel geringer als unter systemischer

Glucocorticoidtherapie.

Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit der aktuellen Forschung. So konnte einige kirzlich
publizierte Studie den ausgleichenden Einfluss der zielgerichteten Therapie mit Dupilumab auf
das Hautmikrobiom zeigen. Unter lokal applizierter Corticosteroiden bzw. der systemischen

Therapie mit Cyclosporin konnte dieser Effekt hingegen nicht beobachtet werden.

Eine mogliche Erklarung hierfur bildet die Wirkung der Tu2-Zytokine IL-4 und IL-13 auf die
Hautbarriere und die Sekretion antimikrobieller Peptide. Angesichts der rasanten Entwicklung auf
dem Gebiet der Systemtherapie bei entziindlichen Hauterkrankungen bedarf es weiterer,
intensiver Forschung, um das Zwischenspiel zwischen Immunsystem, Hautbarriere und

Hautmikrobiom im pathophysiologischen Netzwerk der AD besser zu verstehen.
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6 Abstract

The aim of this thesis was to investigate how local and systemic therapeutics affect the skin
microbiome in patients with atopic dermatitis. Our work was based on samples and data obtained
within the context of the ProRaD study. The data we analysed was collected multicentrally at the
Augsburg and Bonn study sites between 2017 and 2019. In total, 1077 skin microbiome swabs

and medication data from 462 subjects were studied in our cross-sectional analysis.

The examined subjects were between 0 and 84 years of age (+35.97). Equal proportions reported
chronic-relapsing and chronic-constant disease courses of varying severity. At the time of the
study, a quarter of the subjects presented with a mild (SCORAD<25) or severe (SCORAD>50)

disease course; while the remaining half were moderately affected (SCORAD 25-50).

We could confirm a strong correlation between skin condition and frequency of S. aureus in skin

lesions. No association was found for age and sex with relative S. aureus frequency.

In order to eliminate bias due to skin condition, treatment levels were defined according to
Wollenberg et al. (2018). Separate investigations of the skin microbiome were conducted for mild,
moderate and severe disease manifestations. In the case of moderate AD, significantly less S.
aureus was found on the skin of subjects receiving a systemic therapy (stage IV) compared to

those receiving a local treatment only.

We found that the severity classification was not mirrored in the therapeutic choices. Thus, a large
proportion (45/126; 35%) of severely affected subjects were administered exclusively basic
treatment.

However, we were unable to detect a significant difference in the microbiome of skin lesions from
mildly (SCORAD < 25) or severely (SCORAD 25-50) affected individuals in association to different
therapies. In subjects receiving systemic therapy, there was a trend towards differences
depending on the active ingredient studied. Specifically, the relative frequency of S. aureus was
lower on average among subjects receiving dupilumab than among those receiving systemic
glucocorticoid therapy.

Our findings are in line with current research. For instance, a recently published study exposed
that the targeted therapy with dupilumab had a modulating effect on the skin microbiota. In
contrast, this effect could not be observed with topical corticosteroid or systemic cyclosporine
therapy.

One possible explanation is the influence of the Tu2 cytokines IL4 and IL13 on the skin barrier
and the secretion of antimicrobial peptides. In view of the rapid development in the field of
systemic therapy of inflammatory skin diseases, further intensive research is necessary to gain a
better insight into microbial-immunological interplay with the skin barrier and its impact in the

pathophysiological network of AD.
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8 Appendix
Abkiirzungsverzeichnis
AD
AE
ASV
AMP
CNI
Cs
EASI
GC

HBD-3

IL4-Ra
JAK
KNS
OTU
PCOA

ProRaD

p.o.
RNS

rRNS
SA
SCORAD

SOP

atopische Dermatitis

atopisches Ekzem

Amplicon- Sequenzvariante
Anti-microbielle Peptide
Calcineurininhibitor
Corticosteroide

Eczema Area and Severity Index
Glucokortikosteroid

Humanes [3-defensin 3
Immunglobulin der Klasse E
Interleukin
Interleukin-4-Rezeptor alpha
Janus- Kinase
Koagulase-negative Staphylokokken
operativ taxonomische Einheiten
Hauptkomponentenanalyse

Progressive Langsschnittstudie zur
Untersuchung der Remissionsphase bei
Patienten und Patientinnen mit

atopischer Dermatitis

peroral

Ribonukleinsaure
Ribosomale Ribonukleinséure
Staphylococcus aureus
SCORIng atopic dermatitis

Standart operating procedure



71

TCS
TH
top.
TSLP

WMS

topischer Corticosteroide
T-Helferzelle

topisch

Thymisch stromales Lymphopoietin

Whole metagenomic sequencing
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Auspragung der atopischen Dermatitis. Bei allen Teilnehmenden wurden
l&sionale Trockenhautabstriche gewonnen. (AD- atopische Dermatitis) 32

Abbildung 12: Schweregrad der atopischen Dermatitis innerhalb des untersuchten
Kollektivs (n=464). Dargestellt ist die Auspragung der atopischen Dermatitis
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Abbildung 17: Taxonomische Verteilung der bakteriellen Arten aller lasionalen
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mdgliche Zuordnung sind lila dargestellt. ............ccccoooiiiiiiiiiiinn. 36

Abbildung 18: Korrelation von SCORAD und relativer Haufigkeit von S. aureus.
Abgebildet sind SCORAD lasionaler Proben (n=462) zum Zeitpunkt tO der
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der in Abbildung 7 dargestellten Therapiestufen. Statistische Auswertung der
Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte durch Kurskal-Wallace Test.
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im Vergleich unterschiedlicher Therapiestufen bei moderat
ausgepragter, atopischer Dermatitis. Dargestellt sind Richness, Evenness
und Shannon Diversity Index als Parameter der mikrobiellen Diversitat sowie
Mittelwert und Standartabweichung. Jeder Punkt bildet eine Iasionale
Abstrichprobe eines ab. Die Unterscheidung der Therapie erfolgte Anhand
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im  Vergleich unterschiedlicher Therapiestufen bei schwer
ausgepragter, atopischer Dermatitis. Dargestellt sind Richness, Evenness
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(pPa=0,13; ps=0,35; pc=0,52; Pp=0,75) ....ieeeeriiieeeiiiiie e, 41

Abbildung 23: B-Diversitit des Hautmikrobioms im Vergleich unterschiedlicher
Therapiestufen und Auspragungen der atopischen Dermatitis. Durch
PCA dargestellt ist die Distanz zwischen den verschiedenen Proben. Jeder
Punkt bildet eine Iasionale Abstrichprobe ab. Unterscheidung der Therapie



75

erfolgte wird Anhand der in Abbildung 7 dargestellten Therapiestufen.
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SOP Hautmikrobiomsabstrichgewinnung

N
;
UN"‘(AG-” Standard Operating Procedure

Haut- und Nasenmikrobiom
1. Ziel

Entnahme von Biomaterialien fir die medizinische Forschung

2. Hintergrund

SOP zur Gewinnung von Haut- und Nasenabstriche fiir Haut- und Nasenmikrobiom

3. Geltungsbereich

ProRaD-Studie: Patienten mit atopischer Dermatitis und assoziierten Erkrankungen
Beobachtungs- und Studienzeitraum ab 2019

Diese SOP gilt fir:

Institut flir Umweltmedizin
UNIKA-T, Technische Universitdat Midnchen
Neusdsser Str. 47, 86156 Augsburg (D)

4. Vorgehen

4.1 Materialien

1. Hautabstriche: Abstrichsystem mit beiliegendem Réhrchen.
Produktinformationen: "Abstrichsystem Amies-Medium mit Kunststoffstab, 150x12mm"
Sisse Abstrichsystem mit beiliegendem Réhrchen befiillt mit Amies Medium;
GrofRe: 150 x 12 mm; Artikel-Nr.: 11770M; VE: 400 Stlick.
Die géngigen Wattetupfer mit Holzstiel sind nicht geeignet.

2. Biomaterialdokumentationsbogen flir Haut- und Nasenmikrobiom:
ProRaD_Biomaterial_Mikrobiom_20190809_DL

3. Mundschutz, Handschuhe

4. QR-Code-Etiketten fiir Biomaterialproben?

4.2 Vorbereitung

1. Firdie Varbereitung und Praparation der Abstrich-Rohrchen zwingend Handschuhe und
Mundschutz tragen, um Kontamination mit eigener DNA zu vermeiden.

2. Das Biomaterialabnahmeset inklusive aller oben erwahnten Materialien, Etiketten und
dem Biomaterialdokumentationsbogen muss vor der Patientenvisite vorbereitet werden.

Seite 1von 2
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h.
UN“‘(AKT Standard Operating Procedure

Haut- und Nasenmikrobiom
5. Hautmikrobiom

5.1 Durchfiihrung:

1. Hautabstrich-Prozess dem Probanden erklaren.
2. Mundschutz und Handschuhe anziehen.
3. Hautabstriche missen unbedingt vor der Blutabnahme abgenommen werden, da die

Haut auf keinen Fall vor dem Hautabstrich desinfiziert werden darf.

4. Abstrichsystem mit beiliegendem Rdhrchen sollten unmittelbar vor der Abstrichnahme
entpackt werden, um eine Kontamination zu vermeiden.

5. Der Abstrich sollte von der akuten Lision, wenn vorhanden, abgenommen werden.
Andersfalls wird der Abstrich von der Ellenbeuge abgenommen.

6. Abstrichgewinnung erfolgt jeweils durch sanftes Vor- und Zurlickreiben (20x in 15
Sekunden) auf einem Bereich von 2-4 cm?.

7. Abstrichsystem in das beiliegende Rohrchen geben ohne den Rand zu beriihren.
Rdéhrchen fest verschlieRen.

8. Das Rdhrchen beschriften: Probandennummer, Abstrichentnahmestelle, Datum.

9. Die Durchfiihrung wird auf dem Biomaterialdokumentationsbogen fiir Haut- und

Nasenmikrobiom dokumentiert, inklusive Hautstatus und Entnahmestelle und falls

erforderlich zusatzlichen Kommentaren.
10. Das Rdhrchen wird bei Raumtemperatur gelagert und nach der Untersuchung in das
Labor am Institut gebracht.

5.2 Dokumentation auf dem Biomaterialdokumentationsbogen:

1. Liegt ein schriftliches Einverstandnis zur Biomaterialgewinnung vom Probanden vor?
OlJa O Nein (falls Nein: obligatorisch einzuholen.)

2. Wo wurde der Abstrich entnommen?

Code Lasion eintragen |__|__| (siehe Rickseite flir Codierung),
oder Code Ellenbeuge | _A_|_c_|
Entnahmestelle: O rechts O links
3. Wurde die Haut in den letzten 12 Stunden gewaschen?
O Nein Ola
Falls Ja: welche Pflegeprodukte wurden angewendet? Bitte aufzihlen.

4. Wurde die Haut in den letzten 12 Stunden mit topischen Medikamenten (Insbesondere
mit Steroiden oder/und Antiseptika, Antibiotika, Calcineurininhibitoren) behandelt oder
wurden Pflegeprodukte angewendet?

O Nein OlJa
Falls Ja, welche Praparate wurden angewendet?
5. Zusatzlichen Kommentare, falls erforderlich.

6. Biomaterialtransport und Lagerung
Am Institut Bescheid geben, dass die Abstriche abgeholt werden konnen. Alle Réhrchen miissen mit

dem komplett ausgefillten Biomaterialbegleitschein am gleichen Tag bei Raumtemperatur an das
Labor am Institut geliefert werden.

Seite 2 von 2
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