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Zusammenfassung

Der menschliche Organismus bendtigt die mikrobielle Kolonisation fir
lebenswichtige physiologische Prozesse, wie Bildung und Funktion des
Immunsystems.  Anderungen innerhalb dieser Symbiose sind als
Pathogenitatsfaktor komplexer Autoimmunreaktionen beschrieben und haben in
diesem Zusammenhang Bedeutung fiur die allogene hamatopoetische
Stammzelltransplantation (alloHSZT).

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines molekulargenetischen Verfahrens
unter Nutzung von zwei Sequenziermethoden zur Charakterisierung des oralen
Mikrobioms von Patienten mit malignen hamatoonkologischen
Grunderkrankungen. Daflr wurde Material des lateralen Zungenrandes von
zwei Patienten im Langzeitverlauf sowie das der entsprechenden Spender vor
dem Hintergrund erhobener Metadaten analysiert.

Dabei entsprachen die im Spendermikrobiom nachgewiesenen Gattungen der
physiologischen Komposition des oralen Mikrobioms der Zunge gesunder
Probanden. Die Ergebnisse der Verlaufsuntersuchungen der beiden
stammzelltransplantierten Patienten zeigten eine Regeneration des zuvor im
Rahmen der Chemotherapie und Konditionierung reduzierten Mikrobioms. So
erhohte sich die initial zum Zeitpunkt vor alloHSZT bei beiden Patienten
nachgewiesene geringe Anzahl an Gattungen 90 bzw. 120 Tage nach
Transplantation auf maximale Werte. Hinsichtlich des Vergleichs beider
Sequenziermethoden zeigten sich im Wesentlichen Gemeinsamkeiten aber
auch Unterschiede in den Ergebnissen zu Vorkommen und Haufigkeit einzelner
Gattungen.

Gegenwartig werden diese Daten anhand groerer Patientenkohorten und
mittels spezifischer bioinformatischer Diversitats- und cluster-Analysen validiert,
die differenziertere Aussagen zu Muster und Kinetik des oralen Mikrobioms
unter alloHSZT und Ruckschlisse bezuglich typischer Komplikationen wie
Sepsis, graft versus host disease, Mukositis und AbstoRung erlauben werden.
Solche Untersuchungen sind notwendig, um die Relevanz der mikrobiellen
Komposition als prognostischer und diagnostischer Marker genauer zu
evaluieren.



Summary

For performing of life-essential physiological processes the human organism
requires microbiological colonization — such as build up and functioning of the
immune system. Any changes in this symbiosis are well known as pathogenic
factors for complex immune reactions and have in this context crucial effects on
the allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (alloHSCT).

The main goal of this dissertation has been to establish a molecular genetic
procedure for a microbiome characterization of patients suffering from
malignant hematopoietic disease during the course of alloHSCT. To this end
two different next-generation-sequencing methods were compared. In a
longitudinal study, bacterial swabs were taken and the microbiome analyzed
from the lateral tongues of two patients and their corresponding healthy donors.
The data were subsequently integrated with clinical metadata of the patients.
The identified genera in the donor’s microbiome showed a similar physiological
composition as previously described for healthy probands. The results from this
laboratory survey of the two stem cell transplanted patients sustain previous
studies that have shown a regeneration of a decreased microbiome previously
treated with chemotherapy and conditioning regimen. Compared to the initial
starting point prior to alloHSCT the two patients’ low number of proven genera
have been detected first raising to a maximum of the taxonomic order at day 90
respectively day 120 post alloHSCT. In a direct comparison of the two
sequencing methods the occurrence and total number of certain genera in the
same samples differed.

By using larger patient cohorts in current studies a validation of these data
might be achieved. For this purpose bio-informatory diversity and cluster
analyses will be applied. Possible conclusions may be drawn from differential
analyses regarding patterns and kinetic of the lateral tongue oral microbiome
under alloHSCT for typical complications such as sepsis, graft versus host
disease, mucositis or graft rejection. With this the microbial composition would

have a major impact as prognostic and diagnostic marker.
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1 Einleitung

1.1 Vom Humangenomprojekt zum Humanmikro-
biomprojekt

Das menschliche Genom bezeichnet die in der Abfolge der Basensequenz der
Desoxyribonukleinsdure (DNS) gespeicherte Gesamtheit der genetischen
Information eines Menschen und ermdglicht nach Ermittlung dieser die
Aufschlisselung der menschlichen Gene sowie anschlieBend der daraus
entstehenden Genprodukte. Dadurch koénnen wesentliche zellbiologische,
biochemische und medizinische Erkenntnisse  sowohl hinsichtlich
physiologischer als auch pathophysiologischer Mechanismen gewonnen
werden.

Um dies zu verwirklichen wurde das Humangenomprojekt (HGP) entwickelt,
das die Sequenzierung und Bereitstellung des kompletten humanen Genoms
als freie, wissenschaftliche Ressource zum Ziel hatte. Eng damit verbunden
war auch das Streben nach einem kontinuierlichen Fortschritt der
Sequenziertechnologie und bioinformatischen Aufarbeitung. Weiterhin standen
die Variationen des menschlichen Genoms — insbesondere der kodierenden
Bereiche — im Fokus des Projekts sowie die Interpretation der Funktion der
DNS auf Basis des vollstandig bekannten humanen Genoms. Die kritische
Auseinandersetzung mit der ethischen, rechtlichen und sozialen Tragweite der
gewonnenen Erkenntnisse und Anwendungen stellte ebenfalls ein Kernthema
des HGP dar (1).

Innerhalb einer Zeitspanne von 1990 bis 2003 konnte so das erste Beispiel
eines kompletten menschlichen Genoms bestehend aus drei Milliarden
Basenpaaren (bp) und ca. 20.000 bis 25.000 fur Proteine kodierenden Gene
sequenziert und die Genorte lokalisiert werden (2).

Das Wissen, dass die Funktionsweise des menschlichen Organismus nicht
isoliert betrachtet werden kann und darf, sondern sich dieser vielmehr als
menschlicher Supraorganismus darstellt, legte den Grundstein fur das sich
anschlielende GroRprojekt der Entschlisselung des humanen Mikrobioms als

Gesamtheit aller den Menschen besiedelnden Kommensalen (3).



Die Gesamtheit aller mikrobiellen Gene innerhalb des humanen Habitats —
zusammengefasst unter dem Begriff Metagenom — liegt bei uber zwei Millionen
Genen (3). Dessen Erforschung sowie die darUber hinaus reichende
funktionelle Untersuchung des Metaproteoms und Metaboloms als Summe aller
Proteine und Stoffwechselprodukte kann weitere wichtige
Forschungserkenntnisse liefern (4).

Die Myriade mikrobieller Zellen — vornehmlich im Gastrointestinaltrakt (GIT)
lokalisiert (5) — die den menschlichen Korper besiedelt, ist Gegenstand des
Humanmikrobiomprojekts (HMP) (6). Diese Vielfalt der Mikroben setzt sich
dabei zu einem Uberwiegenden Bestandteil aus Bakterien, aber auch aus
Eukaryonten, Archaeen und Viren zusammen (7). Dies legte den Grundstein flr
das internationale Summations-Projekt zur Aufarbeitung des humanen
Metagenoms als Gesamtheit der mikrobiellen Geninformation der auf und
innerhalb des menschlichen Organismus lebenden Mikrobiota (8). Das HMP
soll Aufklarung Uber die Zusammensetzung und Funktion des humanen
Mikrobioms sowie dessen Einfluss auf die Aufrechterhaltung der Gesundheit
und die Entstehung von Krankheiten verschaffen (9).

Der Begriff des Mikrobioms wurde von Joshua Lederberg gepragt, der bereits
frih den gesundheitsfordernden Aspekt der ungestorten Zusammensetzung
des habitatspezifischen humanen Mikrobioms betonte und dartber hinaus auch
die pradiktive Bedeutung krankheitspradisponierender Variationen erkannte
(10).

Das humane Mikrobiom zeigt dabei eine enorme interindividuelle sowie
intraindividuelle Varianz der physiologischen Standortflora (11, 12).

Der menschliche Organismus bendtigt die, uberwiegend im GIT lokalisierte,
bakterielle Kolonisation zur Durchfuhrung lebenswichtiger physiologischer
Prozesse. Hierzu gehodren beispielsweise die Aufarbeitung der Nahrung (13),
die Entwicklung und Aufrechterhaltung des Immunsystems (14), die
Aufrechterhaltung der epithelialen Homoéostase (15) und die Defensive vor
Pathogenen (16). Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass ein
physiologisches, fruhkindliches, gastrointestinales Mikrobiom Uber second
messenger pathways und synaptische Langzeit-Potenzierung Einfluss zu

haben scheint auf die Ausbildung neuronaler Schaltkreise, die die Entwicklung



einzelner Hirnregionen bestimmen und phanotypische Verhaltensmuster

beeinflussen (17).

1.2 Entwicklung der Untersuchung des humanen
Mikrobioms

Jahrhundertelang war die Identifikation von Mikroorganismen abhangig von der
Kultivierung sowie Isolation einzelner Kolonien mit anschlielfiender
mikroskopischer Betrachtung der Morphologie, Aufarbeitung durch Verwendung
verschiedener Farbemethoden und biochemischer Untersuchungen. Folglich
bestand hinsichtlich der Beurteilung der Diversitat eines Mikrobioms eine
signifikante Verzerrung, da schwer kultivierbare Mikroorganismen, bei denen
beispielsweise besondere Anforderungen an das jeweilige Habitat bestehen,
nicht detektiert wurden. Dazu gehdrt das Angebot bestimmter Makroelemente
wie Kohlenstoff, Stickstoff und Schwefel sowie Spurenelemente, die dem
Nahrmedium hinzugesetzt werden mussen. Energiequellen zur Synthese von
Adenosintriphosphat (ATP) wie Licht oder andere chemische Reaktionen sind
ebenfalls noétig. Die Reaktionen kénnen dabei sauerstoffabhangig oder
sauerstoffunabhangig ablaufen. Daruber hinaus sind Bebrutungstemperatur
und Wasserstoffionenkonzentrationen im Nahrmedium ebenfalls von
grundlegender Bedeutung (18).

Die Kenntnisse Uber all diese Parameter bestimmen die anspruchsvolle
Kultivierung von Mikroorganismen in vitro und begrunden deren
Schwierigkeiten. So beschrieben beispielsweise Dewhirst et al. bis zu ein Drittel
der oralen Phylotypen als noch nicht kultivierbar (19). Phylotypen weisen eine
Ubereinstimmung von 97-98% hinsichtlich phylogenetischer Marker — wie die
ribosomale Ribonukleinsaure (rRNS) — auf. Unter Verwendung von DNS-
Sequenzierungsmethoden bestand damit innerhalb der Phylogenetik eine
haufig angewandte Maoglichkeit, entschllisseltes Probenmaterial hinsichtlich
Ubereinstimmender Basensequenzen gleichen Spezies oder monophyletischen
Gruppen zuzuordnen. Die haufig nach bioinformatischer Analyse bestimmten
operational taxononomic units (OTU) sind hierbei gleichzustellen mit den oben
beschriebenen Phylotypen und entsprechen in ihrer gemeinsamen Zuordnung

der Spezies-Zugehorigkeit (20, 21).



Die Etablierung kulturunabhangiger, molekularbiologischer Verfahren zur
genetischen Identifizierung und Differenzierung, wie der
Polymerasekettenreaktion (PCR) und ihrer Varianten, der multiplex-PCR und
real-time-PCR, denaturierende Gradientengelelektrophorese,
Hybridisierungsverfahren und microarrays, ermoglichte die Untersuchung
komplexer mikrookologischer Habitate. Mit Etablierung und Fortschritt der
Gensequenzierung fur die 16S rRNS, deren Grundstein durch Woese et al. in
den 1970er Jahren gelegt wurde (22, 23), gelang es ein genaueres Bild der
Biogeographie der bakteriellen Gemeinschaft des menschlichen Korpers zu
erhalten sowie Aufschluss Uber eine der gro3en Fragestellungen zu gewinnen:
Gibt es ein zu definierendes interindividuelles humanes Kernmikrobiom, das
sich fur den Zustand des Gesunden beschreiben lasst (3)?

Am gebrauchlichsten stellte sich initial die Betrachtung der 5S und
anschliel3end der 16S rRNS far die Erstellung von
Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Prokaryoten dar (24).

Pace et al. schufen Mitte der 1980er Jahre mit ihren Studien zur Untersuchung
der 5S rRNS zur mikrobiellen Detektion sowie deren anschlielRende
phylogenetische Einordnung die Grundlage fur derartige Untersuchungen (25-
27). Allerdings erwies sich die Verwendung der 16S rRNS — erstmals etabliert
durch Woese et al. — als besser geeignet sowohl zur molekularen
Erregeridentifizierung als auch zur eindeutigen Zuordnung von Prokaryoten (28-
31). Pace et al. beschrieben ebenfalls den deutlich geringeren
Informationsgehalt der 5S rRNS und die daraus resultierende Unzulanglichkeit
deren Verwendung zur Charakterisierung komplexerer Populationen (24).
Demnach bildet die Sequenzanalyse des 16S rRNS-Gens seit Uber 30 Jahren
die Grundlage fur die Identifikation und Differenzierung komplexer Mikrobiome.

Ribosomen — bestehend aus rRNS und Proteinen — stellen sowohl in
eukaryotischen als auch prokaryotischen Lebensformen den Ort der
Proteinbiosynthese dar. Beschriecben wird die rRNS nach ihren
Sedimentationsraten in der Einheit Svedberg (S). Abb. 1 zeigt hierbei den
schematischen Aufbau eines prokaryotischen 70S-Ribosoms und die
Verwendung der 16S rRNS zur Gensequenzierung mit anschliellender

mikrobieller Identifikation und Differenzierung (32).
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Abb. 1: Schematischer Aufbau des prokaryotischen 70S-Ribosoms und Darstellung der
Verwendung der 16S rRNS-Gensequenzierung.

Prokaryotische 70S-Ribosomen bestehen aus jeweils einer 50S- und 30S-Untereinheit. Die
50S-Untereinheit setzt sich zusammen aus 23S und 5S rRNS sowie 31 ribosomalen Proteinen.
Die 30S-Untereinheit wird gebildet von der 16S rRNS sowie 21 ribosomalen Proteinen. Die
Sequenzierung des 16S rRNS-Gens ermdglicht unter anderem im Rahmen bioinformatischer
Analysen Untersuchungen zur Phylogenetik und Diversitat.

Abb. 2 zeigt den schematischen Aufbau des 16S rRNS-Gens am Beispiel von
Escherichia coli (E. coli). Dieses besteht zum einen aus hoch konservierten
Regionen, die essentiell fur die Funktion der Ribosomen sind und in der Regel
bei allen Prokaryoten eine sehr ahnliche Abfolge der Basensequenz enthalten.
Zum anderen sind variable Regionen vorhanden, deren Varianz in der
Basensequenz Ausdruck stattgefundener Mutationen ist. Die Anzahl dieser
Mutationen ist dabei proportional zum zeitlichen Abstand, der der
entwicklungsgeschichtlichen Trennung verwandter Arten zugrunde liegt. Diese
Annahme bildet die Grundlage fur die Verwendung prokaryotischer 16S rRNS
zur  Detektion und phylogenetischen  Untersuchung mikrobiotischer
Gemeinschaften (24, 31).

0bp » 1541 bp
T - Y
V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9

Abb. 2: Aufbau eines prokaryotischen 16S RNS-Gens am Beispiel von E. coli.

Dies setzt sich aus 9 hypervariablen Regionen (V1-9) zusammen, jeweils flankiert von
hochkonservierten Genabschnitten (K). Insgesamt besteht das 16S rRNS-Gen der bakteriellen
Spezies E. coli aus 1541 bp.



Einhergehend mit der  Entwicklung zeit- und  kostensparender
kulturunabhangiger DNS-Sequenziertechniken sowie der schnelleren
bioinformatischen Aufarbeitung der Ergebnisse — die auch schon die Basis fir
die Durchfuhrung des HGPs darstellten — war es mdglich ein Studiendesign zu
etablieren, welches erstmals innerhalb einer groRangelegten klinischen Studie

die Evaluierung des menschlichen Mikrobioms im Zentrum hatte (3, 7, 33, 34).

1.3 Analyse des oralen Mikrobioms

Leeuwenhoek beschrieb bereits 1683 mittels lichtmikroskopischer
Untersuchung des eigenen Zahnbelags die kommensale Mundflora und schuf
damit die erste dokumentierte Aufzeichnung zur Betrachtung des oralen
Mikrobioms (zit. nach 35).

Im Zuge dynamischer Entwicklungen der Untersuchungsmethoden wurde es
mdglich, das humane orale Mikrobiom — im Vergleich zu anderen Habitaten wie
Haut oder Vagina — mit einer der hochsten Diversitaten von mindestens 700
Spezies zu beschreiben (11, 12).

Costello et al. zeigten, dass die mikrobielle Gemeinschaft der Mundhohle
zwischen allen betrachteten Probanden und Habitaten die geringste intra- und
interindividuelle Varianz besitzt. Dahingegen zeigt die gastrointestinale Flora
eine hohe interindividuelle bei jedoch geringer intraindividueller Varianz im
zeitlichen Verlauf (12). Abb. 3 zeigt hierbei vergleichend die mikrobielle

Diversitat einzelner anatomischer Habitate auf Phylumebene.
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Abb. 3: Mikrobielle Diversitit einzelner anatomischer Habitate auf Phylumebene.

Hervorgehoben ist die physiologische Zusammensetzung des Mikrobioms der Mundhdhle, die
auf Phylumebene die groRte Diversitat aufweist, Uberwiegend bestehend aus Firmicutes,
Proteobacteriae sowie je nach betrachteter oropharyngealer Oberflache Bacteroidetes,
Actinobacteriae, Fusobacteriae und Cyanobacteriae. Modifiziert nach (36).



Bestatigt wurden diese Analysen durch weitere Studien, die erganzend dazu
das orale Kern-Mikrobiom beschrieben. Die Aussagen basieren auf
Untersuchungen zur Alpha- und Beta-Diversitat. Dabei stellt die Alpha-
Diversitat, auch Punktdiversitat genannt, die Vielfalt innerhalb einer Probe dar,
ohne dabei die absolute Individuenanzahl zu berucksichtigen. Der durch
Whittaker zuerst beschriebene Begriff der Beta-Diversitat hingegen beschreibt
die Vielfalt zwischen verschiedenen Lebensgemeinschaften, die raumlich
innerhalb einer Region lokalisiert sind (37, 38). Im Rahmen dessen besitzen die
analysierten Speichelproben die héchste Alpha-Diversitat (11).

Segata et al. beschrieben innerhalb verschiedener untersuchter Habitate des
Oropharynx, wie z.B. Wangenschleimhaut, Rachen, harter und weicher
Gaumen, Zungenrticken, Speichel sowie Stuhlproben, eine Gesamtdominanz
des Phylums Firmicutes/Genus Streptococcus. Bei der weiteren Differenzierung
auf Gattungsebene zeigte sich jedoch innerhalb der oropharyngealen Loci eine
unterschiedliche mikrobielle Zusammensetzung. So folgte beispielsweise
innerhalb der Wangenschleimhaut/harter Gaumen/verhornte Gingiva dem
Uberragenden Streptococcus-Anteil (Phylum Firmicutes) auf Phylumebene
Proteobacteriae  sowie Bacteriodetes. Bei der Untersuchung des
Zungenruckens, Speichels sowie der Tonsillen und der Rachenrickwand ergab
sich allerdings im Vergleich zur Gruppe der vorher genannten Loci eine
deutliche Verminderung des Anteils der Firmicutes bei gleichzeitigem Anstieg
der Proteobacteriae, Bacteriodetes, Actinobacteriae sowie Fusobacteriae (39).
Diese Analysen bestatigen und erganzen vorangegangene Untersuchungen der
Zusammensetzung des oralen Mikrobioms durch Mager et al., welche ebenso
Hinweise darauf lieferten, dass entsprechende Unterschiede in der
Beschaffenheit der oralen Oberflache — beispielsweise hartes versus weiches
Gewebe — mit einem dementsprechenden mikrobiellen Tropismus einhergehen
(40). Dieser beruht unter anderem, vorbeschrieben durch Gibbons et al., auf
der Ausbildung von Adhasinen auf der mikrobiellen Oberflache und bildet damit
die Basis fur die entsprechende Kolonisation durch Rezeptorbindung auf der
Gewebeoberflache (40, 41).

Eingehend auf das in allen oropharyngealen Habitaten dominierende Genus
Streptococcus sind hierbei beispielsweise bei Untersuchungen durch Aas et al.

bis zu elf verschiedene Spezies mit unterschiedlichen Haufigkeitsmustern



innerhalb der Abstriche des Zungenruckens detektiert worden (42). Weitere
Analysen  zeigen  Stammes-spezifische  Eigenschaften = metabolischer
Funktionen mit funktioneller Differenzierung. Diese kdnnen durch den
herrschenden Selektionsdruck innerhalb einzelner Habitate erklart werden, der
diese Differenzierung erforderlich macht. Des Weiteren werden Anhaltspunkte
fur viele ubiquitaire Kern-Stoffwechselwege beschrieben, die auch
unterschiedliche Habitate verschiedener Individuen miteinander teilen. Diese
sind in grundlegende Prozesse involviert, wie Proteinbiosynthese, ATP-
Synthese oder Glykolyse. Demgegeniber stehen hoch variable — insbesondere
fur den Bereich der Mundhohle beschriebene — Stoffwechselwege.

So zeigen Phosphat-, Mono-, Disaccharid und Aminosauretransporter sowie die
Lipopolysaccharid-Biosynthese eine hohe inter- und intraindividuelle Streubreite
(11). Die Arbeiten des HMP-Konsortiums haben, als Basis fur alle folgenden
Fragestellungen, die umfassende Beschreibung des gesunden Kern-
Mikrobioms als Ziel formuliert und Uber weite Teile erfasst. Darauf aufbauend
konnen im Zustand des Dysaquilibriums der oropharyngealen mikrobiellen
Komposition Ruckschlisse auf die Pathogenese lokaler und systemischer
Erkrankungen gezogen werden.

Das Vorhandensein einiger Spezies fuhrt zum Ungleichgewicht mit
krankheitspradisponierender Wirkung. So l0st Streptococcus mutans Caries
und Porphyromonas gingivalis nicht nur Periodontitis (43) aus, sondern scheint
Einfluss zu haben auf die Entwicklung chronischer Systemerkrankungen, wie
beispielsweise der rheumatoiden Arthritis (44) oder maligner Erkrankungen des
Verdauungssystems wie Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle (45) und
Pankreas-Karzinomen (46). Des Weiteren korreliert das Leiden an Periodontitis
mit der Initiation von Diabetes mellitus Typ 1 und 2 (47-49), dem Progress
kardiovaskularer Erkrankungen wie Atherosklerose (50), myokardialer (51, 52)
und zerebraler Ischamien (53) sowie mit pulmonalen Erkrankungen (54).
Dartber hinaus sind ebenfalls geburtshilfliche Komplikationen wie vorzeitige
Entbindung und ein niedriges Geburtsgewicht (54) mit dieser Erkrankung
assoziiert.

Daraus ergibt sich die Fragestellung, inwiefern die Dysbiose des oralen
Mikrobioms in Zukunft als prognostischer Marker fir Erkrankungen der

Mundhohle dienen kann und darUber hinaus Informationen Uber die



Entwicklung systemischer Erkrankungen liefert. Das Mikrobiom besitzt in
veranderter Komposition nicht nur Bedeutung als Pathogenitatsfaktor bzw.
Ausloser komplexer Autoimmunreaktionen, sondern ermaoglicht die Bildung und
Aufrechterhaltung des Immunsystems, mit besonderer Bedeutung fur die

hamatopoetische Stammzelltransplantation (55).

1.4 Behandlung durch hamatopoetische
Stammzelltransplantation — latrogene Storung
der Mikrookologie

FUr unterschiedliche maligne Erkrankungen des hamatopoetischen Systems
stellt die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation (alloHSZT) nach
initialer Chemo- oder Radiotherapie mit anschlieendem Rezidiv oftmals den
einzig kurativen Ansatz dar.

Im Vorfeld einer alloHSZT werden die Patienten — wie in Abb. 4 dargestellt — im
Rahmen der Konditionierung mittels Hochdosis-Chemotherapie oder
Kombination aus Ganzkoérperbestrahlung und Chemotherapie behandelt. Das
jeweilige Konditionierungsregime, dessen Intensitat unter anderem abhangig ist
von Alter, Mortalitatsrisiko, = Komorbiditaten, = Rezidiv-Risiko  sowie
Remissionsstatus vor Stammzelltransplantation hat zum Ziel, dass im Rahmen
der Regenerationsphase zum einen eine erfolgreiche Immunsuppression des
Empfangers stattfinden kann, die es den transplantierten Stammzellen
ermoglicht, sich im Empfanger-Knochenmark anzusiedeln. Zum anderen wird
durch die Myeloablation die komplette Ausbreitung der spendereigenen
Hamatopoese ermdoglicht, sowie die Eliminierung der malignen Zellen durch
den antileukamischen Effekt (56).

Im zeitlichen Verlauf zeigt sich wahrend der Konditionierung eine deutliche
Suppression der Hamatopoese, die dann wahrend der sog. Aplasie bis ca. 3
Wochen nach alloHSZT zum Erliegen kommt. Anschlielend folgt die
Regeneration der Hamatopoese, die je nach Therapieverlauf ab Tag +30 nach
alloHSZT in die Rekonstitution Ubergeht (57).
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Abb. 4: Ubersicht iiber den Therapieverlauf bei allogener himatopoetischer
Stammzelltransplantation (alloHSZT).

Dargestellt sind die Behandlungen wahrend unterschiedlicher Phasen der alloHSZT. Die vier
Phasen der Therapie umfassen Konditionierung (K), Aplasie (A), Regeneration (REG) und
Rekonstitution (REK). Im Vorfeld der alloHSZT findet die Konditionierung mit Chemo- und/oder
Strahlentherapie (gelber Kasten) statt. Ebenfalls findet die supportive Therapie mit
antimikrobiellen sowie antiviralen (griner Kasten) Medikamenten statt. Die Prophylaxe (roter
Pfeil) der Transplantat-gegen-Wirt-Krankheit (engl. graft versus host disease, GvHD) wird
ebenso wie die zuvor beschriebene medikamentdse Prophylaxe bis zur immunologischen
Rekonstruktion gegeben.

Die supportive Behandlung der Patienten umfasst neben der Gabe von
Blutprodukten und Antiemetika auch die antiinfektiose Prophylaxe. Dazu gehort
zum einen hinsichtlich der Vermeidung bakterieller Infektionen die Gabe von
Metronidazol und Ciprofloxacin sowie die antivirale bzw. antimykotische
medikamentdse Prophylaxe. In der Phase der Aplasie erfolgt die Unterbringung
in sterilen Patientenzimmern. Initial nach alloHSZT erfolgt eine parenterale
Ernahrung, der sich ein langsamer Kostaufbau mit keimarmer Nahrung
anschliel3t. Die Gabe der Immunsuppressiva erfolgt in Form von Ciclosporin A
(CSA) und Methotrexat (MTX) bzw. Mycofenolat-Mofetil (MMF) in der Regel bis
zur immunologischen Rekonstitution. Bis zu diesem Zeitpunkt wird auch die
antivirale sowie antimikrobielle medikamentose Prophylaxe fortgefuhrt.

Grundsatzlich kommen im Rahmen der alloHSZT sowohl verwandte als auch
nichtverwandte Spender in Frage. Die Suchstrategie erfolgt anhand der
Gewebetypisierung des Humanen Leukozyten-Antigen-Komplexes (HLA-
Komplexes) des Empfangers mittels serologischer und molekularbiologischer
Techniken. Die HLA-Merkmale umfassen Oberflachenstrukturen, die jede

Korperzelle exprimiert und welche endo- oder exogene Peptidantigene
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darstellen, die die korpereigene Abwehr aktivieren. Sie sind damit wesentlich an
der Initiierung von TransplantatabstoRungsreaktionen und der Transplantat-
gegen-Wirt-Krankheit (GvHD, engl. graft versus host disease) beteiligt. Die
HLA-Allele befinden sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 und werden
kodominant vererbt (58).

Hamatopoetische Stammzellen des Knochenmarks werden via steriler
Beckenkammpunktion unter Vollnarkose beim Spender enthommen. Alternativ
zur Knochenmarktransplantation (KMT) und inzwischen aufgrund der Vorteile
weit verbreitet ist die Entnahme von in der Peripherie zirkulierenden
Blutstammzellen. Dabei wird nach Gabe von hamatopoetischen
Wachstumsfaktoren, wie  beispielsweise @ dem  Granulozyten-Kolonie-
stimulierenden Faktor (G-CSF), die Mobilisierung der CD34"-Blutstammzellen
innerhalb weniger Tage geférdert und im Rahmen der Stammzellapherese
ahnlich dem Vorgang der ambulanten Blutspende Uber eine periphere
Venenverweilkanile entnommen. Hierdurch entfallen fir den Spender die
aufwendigere und potenziell komplikationsreichere stationare
Knochenmarkpunktion unter Narkose. Alternativ steht neben diesen beiden
Verfahren mit der Verwendung von Nabelschnurblut noch eine dritte
Moglichkeit zur Verfugung (59).

Die Konditionierung der Patienten greift mittels Radio-/Chemotherapie,
Behandlung mit Immunsuppressiva, Veranderung der Umweltbedingungen
durch Hospitalisierung bzw. Isolierung mit gefilterter Luft mittels Hochleistungs-
Partikelfilter ~ (engl.  high-efficiency  particulate  arrestance, = HEPA),
Ernahrungsrestriktion sowie der anschlieBenden Stammzelltransplantation
grundlegend in die Funktionsweise des Immunsystems ein. Da das
Immunsystem und das humane Mikrobiom vielfach in reziproker Interaktion
stehen und sich gegenseitig formen und reifen lassen, hat diese Form der
Behandlung sowie deren Nebenwirkungen auch Einfluss auf die kommensale
mikrobielle Gemeinschaft sowie deren Metabolismus. Zusammen mit der
additiven Infektionsprophylaxe mittels Antibiotika, Antimykotika und Virustatika
kommt es zu einer Verschiebung des Mikrobioms und so zur nachgewiesenen
kompositionellen  Dysbiose mit metabolischem Ungleichgewicht des
Gastrointestinaltrakts. Nach alloHSZT kann somit die Gesamt-Diversitat halbiert

sein, wobei einzelne Taxone uberwiegen koénnen (60). Dethlefsen et al.
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beschrieben die Abnahme der gastrointestinalen Artenvielfalt nach
Ciprofloxacin-Einnahme und eine Uberwiegende Wiederherstellung der
ursprunglichen Zusammensetzung vier Wochen nach Beendigung der
Therapie. Zum Teil bewirkte der Effekt des Antibiotikums flr einige Taxone
auch eine mehrmonatige Unterdriickung (61). Begriindet ist diese in der
Schadigung der Haut- und Schleimhautoberflachen, die sowohl das Habitat fur
die natlrliche kommensale Mikroflora bilden, als auch als physiologische
Barriere flur fakultativ oder obligat pathogene Keime dienen. Die Uberwiegend
aus der myeloablativen Chemotherapie resultierende gastrointestinale
Mukositis fuhrt ebenso zu einer Verschiebung der mikrobiellen Komposition
sowie Anderungen im funktionellen Metabolismus (62). Van der Waaij et al.
beschrieben dabei 1971 erstmals mit dem Begriff der Kolonisations-Resistenz
den protektiven Effekt der kommensalen mikrobiellen Gesellschaft vor
Pathogenen (63). Daneben schitzen vor der Besiedlung mit Pathogenen auch
intakte anatomische Strukturen, wie Epidermis und Mukosa, sowie
Speichelproduktion, suffiziente Sekretion des Immunglobulin A (IgA) und
physiologische = Mechanismen der Zellerneuerung (64). All diese
Schutzmechanismen werden, verbunden mit der Konditionierung und
Begleitbehandlung, im Rahmen der alloHSZT beeintrachtigt. Dementsprechend
ist eine der haufigsten Komplikationen der alloHSZT die oropharyngeal
lokalisierte Mukositis, die grundsatzlich den gesamten GIT befallen und
zusammen mit der wahrend der Aplasie induzierten Neutropenie zu
systemischen Infektionen fihren kann. Dabei beeinflusst die physiologische
mikrobielle Komposition des GIT sowie der Kontakt mit deren Metaboliten nicht
nur die adaquate Reifung, Auspragung und intakte Funktionsweise des —
vorwiegend erworbenen — Immunsystems (65-67), sondern pragt reziprok die
Zusammensetzung des residenziellen Mikrobioms (66).

Bouskra et al. konnten zeigen, dass Peptidoglykan als Metabolit
gastrointestinaler gramnegativer Bakterien die Synthese von lokalen
Lymphfollikeln Uber Interaktion mit dem intraepithelialen nucleotide-binding
oligomerization domain containing 1 (NOD1) -Rezeptor induziert und die
Reifung dieses lymphatischen Gewebes wiederum durch bakterielle toll-like-

Rezeptoren (TLRs) erkannt wird. Dabei zeigte sich im Mausmodell bei
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Abwesenheit der Lymphfollikel auch ein verandertes gastrointestinales
Mikrobiom (68).

Pathologien ergeben sich zum einen durch die Stérung des physiologischen
mikrobiellen Gleichgewichts — vornehmlich untersucht im GIT — aber auch
innerhalb eines nicht intakten oder supprimierten Immunsystems. In
Zusammenschau mit der Verletzung der epithelialen Mukosa sowie des
gastrointestinal assoziierten lymphatischen Gewebes kdnnen sich typische
Komplikationen der alloHSZT entwickeln, wie beispielsweise GvHD (69) und
Bakteriamien bis hin zum septischen Zustand und Clostridium difficile-
assoziierter Diarrhoe (70). Von besonderer Bedeutung im Rahmen der
Transplantationsmedizin ist immer auch die AbstoRRungsreaktion. Die akute
Rejektion ist dabei malRgeblich durch kérpereigene T-Lymphozyten induziert.
Arbeiten von Atarashi et al. konnten zeigen, dass die Adhasion aerober
grampositiver segmentierter filamentdser Bakterien (SFB), Citrobacter und
enterohdmorrhagischer E. coli 0165 die Reifung von T-Lymphozyten induziert.
SFB bewirken ebenfalls die Reifung von Interleukin-22 produzierenden
intestinalen lymphatischen Zellen und IgA. Weiterhin wurde die Induktion zur
Th1-Differenzierung durch Listerien beschrieben (71, 72).

Zeissig et al. konnten zeigen, dass die Entwicklung und Differenzierung
naturlicher Killerzellen, welche als Lymphozyten-Subtyp Bestandteil der
angeborenen Abwehr sind, durch das gastrointestinale Mikrobiom beeinflusst
wird. Gleichzeitig wird dessen Komposition durch cluster of differentiation 1d-
Glykoprotein modifiziert, welches die naturlichen Killerzellen zur Zytokin-
Produktion und damit Stimulation von Th1- und Th2-Helferzellen aktiviert (73).
Des Weiteren =zeigten Hand et al, dass es wahrend systemischer
Entzindungsvorgange infolge oraler Toxoplasma gondii-Infektion zu einer
intestinalen Th1-Immunantwort, Reduktion der regulatorischen T-Zellen und
Anstieg der Interferon Gamma produzierenden CD4"-T-Zellen kommt. Diese
sind nicht nur spezifisch flir Toxoplasma gondii, sondern zu einem Grofteil
spezifisch fir die kommensale intestinale Mikrobengemeinschaft, was die
Hypothese stlitzt, dass wahrend intestinaler Infektionen die Toleranz gegeniber
dem physiologischen Mikrobiom sinkt und es zu einer entsprechenden T-Zell-

Immunantwort kommt (74).
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Hauptkomplikationen der alloHSZT sind wie oben beschrieben Iokale
Infektionen, Sepsis, GvHD, Rezidive sowie Zweitmalignome als Spatfolge der
Konditionierung. Holler et al. zeigten in der Analyse von Stuhlproben
stammzelltransplantierter Patienten eine Verschiebung des intestinalen
Mikrobioms mit einem relativen Anstieg der Enterokokken — vornehmlich
induziert durch die begleitende antimikrobielle Prophylaxe sowie Therapie
neutropenischer Zustande. Besonders ausgepragt stellt sich die Verschiebung
im Zusammenhang mit dem Auftreten von gastrointestinaler Transplantat-
gegen-Wirt-Krankheit (engl. gastrointestinal graft versus host disease, Gl
GvHD) dar. Hierbei ist der Enterokokken-Anteil auch vor Eintreten der Gl GvHD
deutlich erhéht (75). Ebenso zeigten Jenq et al. einen Zusammenhang
zwischen dem Verlust der mikrobiellen Diversitat und dem Auftreten von GlI
GvHD. Weiterhin sind insbesondere ein Anstieg der Haufigkeit des
Lactobacillus-Genus sowie ein Abfall der des Clostridium-Genus mit einem
protektiven Effekt verbunden. Ebenso sind zum einen starke Fluktuationen des
gastrointestinalen Mikrobioms post transplantationem bei Patienten mit einem
erhohten Risiko fur die Entwicklung einer GI GvHD verbunden, und zum
anderen zeigt sich ein Zusammenhang zwischen der — durch Antibiotika
induzierten — mikrobiellen Dysbiose und der Schwere der Gl GvHD (76).

Der Einfluss des intestinalen Mikrobioms auf die Entwicklung von GvHD bzw.
deren Ausbleiben in aseptischen Mausmodellen wurde in Arbeiten von Bekkum
et al. schon Mitte der 1970er Jahre untersucht (77). Vossen et al. beschrieben
weiterhin, dass im Rahmen einer prophylaktischen totalen
Darmdekontamination mit der kompletten Unterdrickung der intestinalen
Mikrobiota die Inzidenz von akuter GvHD signifikant verringert werden kann
(78). Neue Studien von Rayes et al. zeigten ein Beispiel fur den
Zusammenhang zwischen dem menschlichen Geno- und Phanotyp sowie eine
weitere interessante Schnittstelle zwischen Mikrobiom und Immunsystem (79).
So reguliert das Fucosyltransferase-2-Gen die Expression von ABO- und Lewis-
Antigenen in Korperflissigkeiten und der Darmschleimhaut. Dabei kann es
neben der funktionstiichtigen Genvariante auch zu einer Nonsense-Mutation
kommen, die aufgrund der dadurch nicht funktionstiichtigen Fucosyltransferase-
2 mit einer fehlenden Synthese von ABO-Antigenen in der Darmschleimhaut

einhergeht und als nicht-sekretierender Phanotyp beschrieben wird. Die
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Blutgruppenantigene stellen zum einen Rezeptoren zur Adhasion von Mikroben
dar (80), zum anderen dienen sie als Nahrungsquelle der mikrobiellen
Gemeinschaft (81). Vorangegangene Arbeiten konnten bereits den Einfluss des
Vorliegens des nicht-sekretierenden Phanotyps auf die Zusammensetzung des
Mikrobioms zeigen. So ist beispielsweise eine Reduktion des Anteils der
Gattung Bifidobacterium sowie geringerer Diversitat der einzelnen Genera
innerhalb dieser mit diesem Genotyp assoziiert (82). Ebenso lassen sich
hinsichtlich der mikrobiellen Zusammensetzung Haufungen des jeweiligen
Phanotyps nachweisen, wobei auf der Genera-Ebene die Diversitat des
gastrointestinalen Mikrobioms insgesamt abnimmt (83).

Rayes et al. zeigten, dass ein gleichzeitiges Vorhandensein einer nicht
funktionierenden Genvariante mit einer erhdhten Inzidenz von akuter GI GvHD
und Bakteriamie nach alloHSZT einhergeht (79).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung einer molekulargenetischen Methode zur
Charakterisierung des oralen Mikrobioms des lateralen Zungenrandes von
Patienten mit maligner hamatoonkologischer Grunderkrankung, fir die eine
hamatopoetische Stammzelltransplantation oftmals den einzig kurativen Ansatz
darstellt.

Dabei stehen insbesondere die qualitative und quantitative Veranderung sowie
die Dauer der Regeneration der mikrobiellen Komposition im Therapieverlauf im
Fokus, verbunden mit dem Vergleich zum entsprechenden Spendermikrobiom.
Sowohl das im Zuge der Konditionierung supprimierte Immunsystem als auch
das Mikrobiom, welches auch durch Infektionsprophylaxe und -therapie sowie
Hospitalisierung beeinflusst wird, gelangen wahrend der Therapiezeit in eine
starke Dysbalance. Aufgrund der reziproken — physiologisch stark
symbiotischen — Verbindung und Pragung beider ergibt sich zum einen die
Fragestellung, ob anhand von Veranderungen der Zusammensetzung des
oralen Mikrobioms frihzeitig auf drohende schwerwiegende Komplikationen der
alloHSZT geschlossen werden kann. Zum anderen soll es durch die Etablierung
der Methodik, welche Gegenstand der Dissertation ist, langfristig in darauf
aufbauenden Studien mdoglich sein, den Einfluss der unterschiedlichen
Transplantationsmodalitaten, wie Konditionierungsregime und supportive
Behandlungsschemata, auf Muster, Kinetik und Regeneration des oralen
Mikrobioms des Zungenrandabstrichs zu analysieren. Dabei konnte dieses
habitatspezifische Mikrobiom pradiktiven Charakter fur die Entstehung von
schwerwiegenden Komplikationen, wie Transplantatabstolung, GvHD,
Infektionen und Rezidive erlangen und entsprechend klinische Endergebnisse
bessern.

Da eine verlassliche Methodik fur die Generierung valider Daten erforderlich ist,
sollen vergleichende Untersuchungen unter Nutzung zweier Sequenzier-

Ansatze ebenfalls Inhalt dieser Dissertation sein.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von Invitrogen/Life
Technologies (Darmstadt, Deutschland), New England Biolabs (Hitchin,

Vereinigtes Konigreich) und Qiagen (Hilden, Deutschland) verwendet.

2.1.2 Laborgerate

Alle verwendeten Laborgerate, sofern nicht anders angegeben, wurden von
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland), Agilent Technologies (Santa Clara,
Kalifornien, Vereinigte Staaten von Amerika), Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten von Amerika), Roche Diagnostics
Deutschland GmbH (Mannheim, Deutschland) oder Illumina Inc. (San Diego,

Kalifornien, Vereinigte Staaten von Amerika) verwendet.

2.1.3 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von Eurofins Scientific, MWG Biotech
AG (Koln, Deutschland) synthetisiert, gereinigt und lyophilisiert. Die
nachfolgende Tabelle 1 beinhaltet die Bezeichnung der Oligonukleotide, deren

Verwendungszweck sowie die Basensequenz.
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Tabelle 1: Synthetisierte Oligonukleotide, Verwendungszweck und Basensequenz.

Bezeichnung

Verwendungszweck

Sequenz in 5°-3"-Richtung

27 Forward-Primer

Amplifikation V1/2-Region
der 16S rRNS (Roche/454-
Sequenzierung)

GCC TTG CCA GCC CGC TCA GTC
AGAGTTTGATCC TGG CTC AG

338 Reverse-Primer

Amplifikation V1/2-Region
der 16S rRNS (Roche/454-
Sequenzierung)

GCC TCC CTC GCG CCA TCA GNN
NNN NNN NNN NCA TGC TGC CTC
CCGTAGGAGT

967 Forward-Primer

Amplifikation V6/7-Region
der 16S rRNS (lllumina-
Sequenzierung)

TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG
TAT ATA AGA GAC AGC AAC GCG
AAG AAC CTT ACC

1238 Reverse-Primer

Amplifikation V6/7-Region
der 16S rRNS (lllumina-

GTC TCG TGG GCT GGA GAT GTG
TAT AAG AGA CAG GTA GCR CGT

GTG TMG CCC

Sequenzierung)

2.2 Methode

2.21 Einverstandniserklarung und Ethikvotum

Im Rahmen der Untersuchung wurden die Vorgaben der Berufsordnung und
der revidierten Deklaration von Helsinki sowie des Gendiagnostikgesetzes
bertcksichtigt. Letzteres kommt aufgrund der isolierten Charakterisierung
bakterieller DNS sowie der rein zu Forschungszwecken durchgefihrten Analyse
nicht zum Tragen (Gendiagnostikgesetz, §2 Absatz 2).

Alle Patienten und gesunden Spender bzw. ihre Sorgeberechtigten haben
schriftlich der Teilnahme an der Studie eingewilligt. Des Weiteren liegt ein

positives Ethikvotum fur die Projektdurchfuhrung vor (Projektnummer: 3669).

2.2.2 Projektubersicht

Die folgende Abb. 5 zeigt den Projektablauf des experimentellen Teils der
Dissertation. Die Schritte, angefangen von der Probengewinnung bis zur
werden

bioinformatischen Auswertung, in den anschlieBenden Kapiteln

ausfuhrlich erlautert.
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Probengewinnung

l

DNS-Isolierung

7 Sy

Amplifikation Amplifikation
27F 967F
S — | | m— ]
| Viv2 [—— ] r——
<« <«
1 338R 1 1238R
Aufreinigung Aufreinigung
Erstellung einer Erstellung einer
DNS-Bibliothek DNS-Bibliothek
Sequenzierung Sequenzierung
Roche/454 FLX lllumina HiSeq 2500
Titanium
Bioinformatische Analyse Bioinformatische Analyse

Abb. 5: Projektablauf.

Dargestellt sind die zwei unterschiedlichen Sequenziermethoden der Roche/454- und lllumina-
Plattform. Beiden Methoden gemein ist die Probengewinnung als Abstrich des Zungenrandes
mit anschlieRender Desoxyribonukleinsaure-Isolierung (DNS-Isolierung). Danach erfolgte die
Amplifikation unterschiedlicher Bereiche der 16S rRNS. Hierfir lagen fur die Roche/454-
Plattform Amplicons der V1/V2-Region, fur die lllumina-Plattform Amplicons der V6/V7-Region
zugrunde. Im Anschluss erfolgte bei beiden Methoden die Aufreinigung des
Polymerasekettenreaktion (PCR)-Produktes sowie die Erstellung einer DNS-Bibliothek. Nach
Durchfihrung der beiden Sequenziervorgange folgte die bioinformatische Analyse.

20



2.2.3 Patientenkohorte und Charakterisierung

Eingeschlossen in die Studie sind Patienten mit maligner hamatoonkologischer
Grunderkrankung, die im Rahmen der Therapie eine alloHSZT erhielten und im
Langzeitverlauf in der Klinik fur Kinder-Onkologie, -Hamatologie und Klinische
Immunologie des Universitatsklinikums Dusseldorf weiter betreut werden
konnten. Ebenfalls mit eingeschlossen wurden die freiwilligen, gesunden
Spender. Zum Zeitpunkt der Erstellung der Dissertation lagen von zwei

Patienten die Langzeitverlaufe vor.

2.2.4 Studienart

Innerhalb der arztlichen Versorgung der in die Studie eingeschlossenen
Patienten in der Klinik fur Kinder-Onkologie, -Hamatologie und Klinische
Immunologie fand die nicht-invasive Probenentnahme in Form von
oberflachlichen Burstenabstrichen der Mundschleimhaut statt. Die Gewinnung
des Probenmaterials beinhaltete kein erhohtes Risiko fur die Patienten und
legte die Grundlage fur einen Erkenntniszuwachs in der Charakterisierung des
oralen Mikrobioms bei stammzelltransplantierten Kindern (Risiko-Nutzen-
Abwagung). Innerhalb der prospektiven Untersuchung sollte die
Zusammensetzung des oralen Mikrobioms vor alloHSZT sowie zu
verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf charakterisiert werden. Es erfolgte

zusatzlich eine Probenentnahme beim zugehdrigen Spender.

2.2.5 Probengewinnung

Die  Probenentnahme erfolgte nicht-invasiv  mittels  oberflachlicher
Burstenabstriche (siehe Abb. 6A: sterile Rovers Orcellex Brush von Rovers
Medical Devices B.V., Oss, Niederlande) zu den Zeitpunkten vor
Konditionierungsbeginn und in etwa 30-tagigem Abstand innerhalb der
stationaren Behandlung sowie ambulanten Nachkontrolle der Patienten. Dabei
wurde — wie in Abb. 6B und 6C dargestellt — bei Patienten und zugehdrigen

Stammzellspendern die laterale Zungenpartie abgestrichen.
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Abb. 6: Technik und
Lokalisation der Proben-
entnahme.

6A - Sterile Birste (Rovers
Medical Devices B.V.);

6B - Nicht-invasive Proben-
nahme mittels Birstenabstrich
vom Zungenrand;

6C - Ubersicht der Mundhohle
mit Hervorhebung des Abstrich-
ortes am linken Zungenrand.

Die Abbildungen wurden
dankenswerterweise von Dr.
med. Eunike Velleuer zur
Verfligung gestellt.

Anschlieend wurde der Burstenkopf zur Konservierung in 500 ul Fixativ
CytoLyt (Hologic, Bedford, Massachusetts, Vereinigte Staaten von Amerika) in
einem 1,5 ml Reaktionsgefald bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Die konservierten Burstenkopfe mit dem Abstrichmaterial wurden fir 15 min bei
20.000 x g zentrifugiert. Hierfur und fur alle weiteren Zentrifugationsschritte
wurde eine Eppendorf Zentrifuge 5417 R verwendet.

AnschlielRend wurde der Burstenkopf aus dem Reaktionsgefald entfernt und der
Uberstand abgenommen. Das Pellet, welches sich aus bakteriellen und
humanen Zellen der lateralen Zungenoberflache zusammensetzt, wurde in 1 ml
PBS (Dulbecco’s PBS ohne Ca?* und Mg®*, GE Healthcare, Little Chalfont,
Buckinghamshire, Vereinigtes Konigreich) resuspendiert und anschliel3end
nochmals bei 20.000 x g fur 5 min zentrifugiert. Nach erneuter Abnahme des
Uberstandes wurde das Pellet bei -20 °C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert.
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2.2.6 DNS-Isolierung

Um die bendtigte bakterielle DNS aus den Zellen zu extrahieren, erfolgte die im
Anschluss beschriebene DNS-Isolierung. Diese wurde im Institut flr
medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene der Universitat Disseldorf
durch die Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. rer. nat. Henrich durchgefthrt.

Zur DNS-Isolierung wurde das DNA Blood Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
verwendet. Durch 10-minltige Zentrifugation bei 20.000 x g aller in der
Suspension enthaltenen Zellen (sowohl human als auch nicht-human) wurde
ein Pellet gewonnen. Im Anschluss wurde dieses in einer Enzymlosung
(20 mg/ml Lysozym; 20 mM Tris/HCI, pH 8; 2mM EDTA; 1,2% Triton)
resuspendiert und fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Darauf folgte die Zugabe von
20 pl Proteinase K (>600 mU/ml) und 200 ul Puffer AL (QIAmp Blood Kit,
Qiagen), gefolgt von weiteren Inkubationsschritten bei 56 °C fur 30 min sowie
bei 95 °C flr 15 min. Entsprechend dem Standardprotokoll flir DNS-Praparation
aus Gewebeproben des Herstellers erfolgte die weitere DNS-Isolation sowie die

Lagerung bei -20 °C bis zur weiteren Behandlung der Proben.

2.3 Roche/454-Sequenzierung

2.3.1 Amplifikation und Erstellung der DNS-
Bibliothek

Zur Vervielfaltigung und Markierung der gewunschten mikrobiellen DNS-
Fragmente wurden Reaktionsansatze mit einem Gesamtvolumen von
20 yl hergestellt, bestehend aus jeweils 1 pl DNS-Probe, 1 ul Forward
Primer (100 uM), 1 ul Reverse Primer (100 uM), 7 pl H2O4q und 10 pl Platinum
PCR SuperMix (22 U/ml rekombinante Tag DNS-Polymerase mit Platinum-Tag-
Antikérpern, 22 mM Tris-HCI (pH 8,4), 55 mM KCI, 1,65 mM MgCls, je 220 mM
dGTP, dATP, dTTP und dCTP sowie Stabilisatoren; Invitrogen/Life
Technologies). Um den Einfluss von PCR-Fehlern auf das Ergebnis zu
verringern, erfolgte der Ansatz biologischer Triplikate. Die verwendeten
bakterienspezifischen Primer (27 Forward Primer: 5-GCC TTG CCA GCC CGC
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TCA GTC AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3‘ und 338 Reverse Primer: 5'-
GCC TCC CTC GCG CCA TCA GNN NNN NNN NNN NCA TGC TGC CTC
CCG TAG GAG T-3Y) banden innerhalb einer konservierten Region des 16S
rRNS-Gens, welche die hypervariable V1/V2-Region flankiert. Dabei setzte sich
der Amplicon Fusion Forward Primer aus einer gerichteten GS FLX Titanium
Roche/454-Primer-B-Sequenz (,GCC TTG CCA GCC CGCY), einer
Schlusselsequenz (,TCAG"), dem oben beschriebenen bakteriellen Primer 27F
und einer aus zwei Basenpaaren bestehenden Linkersequenz (,TC")
zusammen. Analog dazu beinhaltete der Amplicon Fusion Reverse Primer die
GS FLX Titanium Roche/454-Primer-A Sequenz (,GCC TCC CTC GCG CCA"),
ebenfalls die Schlisselsequenz (,TCAG®), eine kurzkettige Barcode-
Basensequenz als multiplexing indentifiers (MIDs), welche die Zuordnung aus
einem Probengemisch nach Sequenzierung erlaubte (dargestellt durch ,NNN
NNN NNN NNN), den ebenfalls oben genannten bakteriellen Primer 338R und
einem ,CA“Linker. Abb. 7 zeigt das Primerdesign fur den gewilnschten
Genabschnitt des mikrobiellen 16S rRNS-Gens im Uberblick.
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A

Forward Primer in 3'-5"Ableserichtung:
GCCTTG CCA GCC CGC - TCAG J-LI'(L- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG

Roche Primer-B-5equenz ‘ Verbindungsseguenz

Schliisselsequenz 27F 165 rRNS-Primer

B
Reverse Primer in 5'-3  Ableserichtung:

T GAG GAT GCC CTC CGT CGTIE:SIIV NNN NNN NNN NNG ACT al'i\CC GCG CTCCCT '.fll'Z'GI

| Verbindungssequenz | Schliisselsequenz

338R 165 rRNS-Primer Barcode Roche Primer-A-Sequenz

C

A Forward Primer

L I D — |
B 232329999 [ 2SS

B Reverse Primer \

Abb. 7: Primerdesign fiir die Roche/454-Amplifikations-Bibliothek.

A: Zusammensetzung des Forward Primers; B: Zusammensetzung des Reverse Primers; C:
Bindungsstelle der Primer an dem mikrobiellen 16S rRNS-Gen.

Die Abb. 7A zeigt die Zusammensetzung des Forward Primers bestehend aus der Roche/454-
Primer-B-Sequenz, der Schliisselsequenz, der Verbindungssequenz und dem 27F 16S rRNS-
Primer. Analog dazu bildet die Abb. 7B den Reverse Primer ab, der sich aus der Roche/454-
Primer-A-Sequenz, der  Schlisselsequenz, einem individuellen Barcode, der
Verbindungssequenz sowie dem 338R 16S rRNS-Primer zusammensetzt. Die Abb. 7C stellt die
Bindungsstellen der Forward und Reverse Primer an dem mikrobiellen 16S rRNS-Gen dar, die
die variablen Genregionen V1/2 flankieren.

Der PCR-Prozess beinhaltete zunachst die Denaturierung der DNS bei 94°C
Uber 3 min, gefolgt von 35 Zyklen bestehend aus 95°C fur 45 s ebenfalls fur die
Denaturierung, 50°C fur 30 s zur Hybridisierung der Primer und 72°C far
weitere 90 s zur Amplifikation. Nach einem abschlieRenden 10-minutigen
Syntheseschritt bei 72°C erfolgte die Lagerung bei 4°C. Insgesamt ergab sich
daraus eine Gesamtlaufdauer von 2 h und 41 min unter Verwendung eines
PCR-Thermocyclers (Eppendorf). AnschlieBend erfolgte eine Agarose-
Gelelektrophorese zur Uberpriifung der amplifizierten DNS-Produkte bei
120 mV Uber ca. 60 min. Hierflr wurde eine Agarosekonzentration (Agarose for
gel electrophoresis, Biozym LE, Hessisch Oldendorf, Deutschland) von 1% in
1x TAE-Puffer (BIO-RAD, Minchen, Deutschland) verwendet. Als
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Elektrophoresepuffer fand ebenfalls 1x TAE Verwendung. Als Ladepuffer und
Marker wurde 10x Coralload PCR Puffer (Qiagen) eingesetzt. GelPilot 1 kb
Ladder (Qiagen) diente als GroRenstandard. Die Visualisierung der DNS-
Fragmente erfolgte mittels Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich, Muinchen,
Deutschland), welches in einer Endkonzentration von 0,5 ug/ml zur Agarose-
Lésung hinzugegeben wurde. AnschlieRend wurden die Agarose-Geltaschen
mit einem 5 pl Mix bestehend aus einem 1:1 Gemisch aus amplifizierten DNS-
Matrizen und Coralload PCR Puffer beladen. Abhangig von der GroRe der Gel-
Elektrophorese-Kammer erfolgte die Anlage einer Spannung von 60-150 V. Die
gewulnschte Fragmentgrélie der 16S rDNS betrug zwischen 350-450 bp. Mittels
eines UV-Transilluminators (Gel iX Imager, intas, Goéttingen, Deutschland)

wurden die aufgetrennten DNS-Fragmente detektiert und dokumentiert.

2.3.2 Aufreinigung des PCR-Produkts

Die PCR-Triplikate wurden zu einer Probe zusammengefuhrt und anschliel3end
wurde das Gesamtvolumen gemessen, um das geeignete Mischverhaltnis fur
den im Folgenden verwendeten Puffer zu ermitteln. Die Bearbeitung der Proben
erfolgte mit dem MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) entsprechend des
Protokolls des Herstellers. Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde bis zur

weiteren Verwendung anschliel3end bei -20°C gelagert.

2.3.3 Agilent DNA 1000 Assay zur Analyse des
PCR-Produkts

Zur Bestatigung des Ergebnisses der Gelelektrophorese und exakteren
Bestimmung der GroRe der amplifizierten DNS-Fragmente erfolgte die Analyse
entsprechend des Agilent DNA 1000 Assay-Protokolls mittels Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies). Es bestatigte sich durch den Nachweis der
zu erwartenden Fragmentgrofien von 350 bis 450 Nukleotiden die erfolgreiche
Amplifizierung der DNS-Templates. Die FragmentgroRe war ebenfalls
entscheidend fir die Berechnung der anschlielend bendtigten

Ausgangskonzentration von 10" Molekiile/ul DNS-Matrize.
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2.3.4 DNS-Quantifizierung

Die genauere Quantifizierung der DNS-Konzentration erfolgte mit Hilfe des
Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kits und eines Qubit 2.0 Fluometer
(Thermo Fisher Scientific Inc.) entsprechend der Herstelleranweisungen.
Hierbei wurde ein DNS-spezifischer Fluoreszenzfarbstoff genutzt, der nach
Interkalation in die DNS sein volles Fluoreszenzsignal entfaltete. Die Menge an
detektiertem Fluoreszenzsignal ist dabei proportional zur DNS-Konzentration in
der Probe. So konnte das anschlieRende Zusammenfihren der mittels Barcode
markierten DNS-Proben in aquimolarer Konzentration zur Erstellung einer
individuellen  Sequenzier-Bibliothek  gewahrleistet werden. Aus den
ausgewahlten 32 Proben ergab sich demnach mit je 5 ul pro Probe und einer

DNS-Konzentration von 107 Molekiile/pl ein Gesamtvolumen von 160 pl.

2.3.5 Emulsion-PCR-Amplifikation

Die Durchfuhrung erfolgte entsprechend des emPCR-Lib-A SV Protokoll der GS
FLX Titanium Series (Roche).

Die Emulsion-PCR (emPCR) umfasste die klonale Amplifizierung der zuvor
erstellten DNS-Bibliothek innerhalb von — durch Mizellen gebildeten —
Mikroreaktoren in einer PCR-Reaktionsmixtur-in-Ol-Emulsion.

Die PCR erfolgte an der Oberflache kleinster Kugeln — sog. beads — , die mit
einer individuellen Primersequenz versehen waren, passend zu den Adaptoren,
die im Rahmen der Erstellung der zu sequenzierenden DNS-Bibliothek an die
DNS-Fragmente legiert wurden. Die Immobilisation der DNS-Matrizen in einem
1:1 Verhaltnis an den beads gewahrleistete die klonale Amplifizierung.
Zunachst wurde eine Suspension der PCR-Reagenzien mit Ol, Stabilisatoren,
den mit Primern versehenen beads und der zu sequenzierenden DNS
hergestellt. Alle weiteren Reaktionsschritte fanden innerhalb der — durch
Mizellen gebildeten — Mikroreaktoren statt. Als nachster Schritt folgte die
Denaturierung der doppelstrangigen DNS sowie die anschlieRende
Primerhybridisierung. Dabei sollte je eine Adapter-legierte einzelstrangige DNS-
Matrize an die entsprechend Primer-legierte Oberflache eines beads binden,

sodass die Basis fur klonale Amplifikationsbedingungen innerhalb einer Mizelle
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geschaffen wurde. Nach stattgefundener DNS-Matrizen-Amplifikation waren bis
zu 10° DNS-Fragment-Kopien an einem bead gebunden und standen zur
nachfolgenden Pyrosequenzierung bereit. Damit ein 1:1 Verhaltnis von DNS-
Matrize und bead zustande kam, wurden letztere im Uberschuss angeboten. Im
Anschluss erfolgte das Aufbrechen der Wasser-in-Ol-Emulsion durch
Waschvorgange, Trennung der unbeladenen von den angereicherten beads
sowie die Hybridisierung des Sequenzierprimers an die mit DNS-Klonen
beladenen Einzelstrang-DNS-beads. AnschlieRend erfolgte die Ubertragung
dieser immobilisierten Sequenzier-Matrizen auf eine Glasfaseroptik. Diese sog.
PicoTiter Platte (PTP) bestand aus einem Raster von 1,6 x 10° Ausbuchtungen,
die als kleinste Sequenzierreaktionsraume fungierten und in eine Flusszelle
integriert waren, durch deren 300 um tiefen Kanal oberhalb der Vertiefungen
die bendtigten Reagenzien und Enzyme zum Ort der Pyrosequenzierreaktion
gelangten. Die Grundflaiche der PTP erméglichte durch Ubertragung auf eine
weitere faseroptisch arbeitende Einheit, verbunden mit einer Charge-coupled
device Kamera, die im Folgenden beschriebene Detektion und Zuordnung der
Positionierung der Lichtreaktion jeder parallel ablaufenden Sequenzierreaktion.
Anschliel3end sollte jede Vertiefung der PTP ein bead mit immobilisierter, klonal

amplifizierter DNS zur exakten Sequenzierung beinhalten.

2.3.6 Pyrosequenzierung

Im Anschluss an die Beladung der PTP startete der eigentliche Vorgang der
Pyrosequenzierung. Diese wurde im GS FLX Instrument (Roche) nach den
Anweisungen des Herstellers gemall GS FLX Titanium Sequencing Kit XL+
(Roche) durchgefuhrt. Die Methode stellt eine sog. Sequenzierung durch
Synthese (engl. sequencing by synthesis; SBS) eines komplementaren
Stranges zur immobilisierten  Sequenzier-Matrize dar. In  diesem
Experimentdesign stellte eine mit Sequenzier-Primern legierte DNS-Matrize den
Ausgangspunkt fur die sog. liquid phase Pyrosequenzierung dar. Dabei wurde
ein Reaktionsansatz bestehend aus vier Enzymen verwendet. Dabei waren die
Enzyme ebenso an kleinsten beads immobilisiert, wie auch die Sequenzier-

DNS-Matrize, um die individuelle, parallele Sequenzierung innerhalb der
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Vertiefungen der PTP ohne Stérungen zu gewahrleisten. Uber die Flusszelle
verteilt liefen so millionenfache Sequenzierreaktionen gleichzeitig ab. Dabei
stieg mit zunehmender Intensitat des Lichtsignals die Wahrscheinlichkeit der
Detektion der richtigen Base. Sowohl die Starke des emittierten Lichtsignals als
auch die exakte Position dessen auf der Flusskammer wurden festgehalten und
anschliefend zu einem individuellen Pyrogramm verrechnet. Die folgende Abb.

8 zeigt die Reaktionsvorgange bis zur Entstehung des Pyrogramms.
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Reaktionsgemisch: c
1 DNA-Polymerase

Ta
2 APS Tg
3 Sulfurylase L
4 Luciferin
5 Luciferase x DNA-Polymerase
6 Apyrase
Zyklische Gabe jeweils eines Nukleotids:
dATP —* dGTP —* dCTP —* dTTP
dAp
dAppp
APS + Pyrophosphat - ATP ::_":’ ADP,
y P,
Sulfurylase dNTP, dNDP
e Luciferase
Luciferin
Apyrase
CCD-Kamera
Signalintensitat
1 1 | 1 I |
GATCGATCGATCGATCGAT
Nukleotide

Pyrogramm

Abb. 8: Enzymkaskade der Pyrosequenzierung sowie Entstehung eines Pyrogramms.
Das Reaktionsgemisch - bestehend aus Polymerase, Sulfurylase,
Adenosinphosphosulphosphat (APS), Luciferase, Luciferin und Apyrase — wurde neben der
zyklischen Gabe jeweils eines Desoxynukleosidtriphosphats (dNTP) Uber die Flusskammer
verteilt. Die dNTPs entsprachen dabei Desoxy-Adenosin/-Guanin/-Tyrosin- und -
Cytosintriphosphat (dATP/dGTP/dTTP/dCTP). Beispielhaft ist hier der Einbau eines dATP
gezeigt. Die Enzymkaskade begann mit dem Einbau eines komplementaren
Desoxynukleosidmonophosphats (ANMP) nach Abspaltung von anorganischem Pyrophosphat
(PPi) durch die Polymerase. Dementsprechend war die Menge an entstandenem PPi aquimolar
zu der des eingebauten dNTPs. dATP entsprach dabei zur Veranschaulichung der
Phosphatbestandteile dAppp. AnschlieBend konnte das Desoxyadenosinmonophosphat (dAp)
in den komplementaren Strang eingebaut werden. Das Enzym ATP-Sulfurylase wandelte unter
Verwendung von APS PPi zu ATP um. Apyrase degradierte die nicht bendtigten dNTPs,
Desoxynukleosiddiphosphate (ANDPs), ATP, Adenosindiphosphat (ADP),
Adenosinmonophosphat (AMP) sowie anorganisches Phosphat (Pi). Dies verhinderte zum
einen die Verfalschung der Lichtsignale in folgenden Reaktionszyklen durch zu hohe
Hintergrundstrahlung und beschleunigte dabei den Ablauf der Reaktionszyklen durch
Minimierung der noétigen Waschvorgdnge zwischen diesen. Luciferase katalysierte
anschlieBend die ATP-abhangige Reaktion von Luciferin zu Oxyluciferin, bei der das frei
werdende Lichtsignal optisch fir die Charge-coupled device (CCD)-Kamera den Einbau der
komplementaren Base markierte. Dabei entsprach die Intensitat des detektierten Lichtsignals
der Menge der an dieser Stelle eingebauten Base. Das Pyrogramm zeigt die x-Achse mit immer
fortlaufenden Zyklen der Nukleosid-Zugabe sowie die y-Achse mit der Signalintensitat des von
der CCD-Kamera detektierten Lichtsignales. Jedes Signal im Pyrogramm an entsprechender
Basenstelle markierte den Einbau dieser in den komplementaren Strang. Dabei entsprachen
Guanin (G), Adenosin (A), Tyrosin (T) und Cytosin (C) den eingebauten Basen. Eigene
Darstellung, Inhalt aus (84).
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2.3.7 Bioinformatische Auswertung

Die bioinformatische Auswertung der generierten Sequenzierdaten erfolgte
durch Dres. rer. nat. Maddis Rumming und Alexander Sczyrba, Centrum fur
Biotechnologie (CeBiTec) der Universitat Bielefeld. Dazu wurde die Quantitative
Insights Into Microbial Ecology (QIIME) open source pipeline verwendet, fur die
ein vorgefertigter Arbeitsablauf zur Analyse Roche/454-sequenzierter
mikrobieller 16S rRNS vorlag. Die via Pyrosequenzierung generierten
Basensequenzen konnten durch die eindeutige Barcode-Sequenz den
Ausgangsproben zugeordnet werden. Anschlielend wurden im Rahmen des
demultiplexing die Barcode-Sequenz, die Linker-Primer-Sequenz sowie die
Reverse-Primer-Sequenz entfernt. Im Rahmen des quality filtering wurden
qualitativ minderwertige und nicht eindeutig zuzuordnende Basensequenzen
aussortiert. Anschlielend wurden alle ermittelten Basensequenzen aufgrund
ihres Anteils an Ubereinstimmenden Sequenzen in OTUs geordnet. Diese
wurden anschlieRend, entsprechend ihres Grades an Ubereinstimmung, in
verschiedene taxonomische Ordnungen gruppiert (Phylum, Ordnung, Klasse,

Familie und Gattung).

2.4 lllumina-Sequenzierung

241 Amplifikation der 16S rRNS

Aus isoliertem, mikrobiellem DNS-Abstrichmaterial des lateralen Zungenrandes
wurde eine bakterielle 16S rDNS-Bibliothek der Genregion V6/V7 konstruiert.
Dazu wurden im ersten PCR-Schritt folgende Primer verwendet:

967 Forward Primer 5-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT ATA AGA
GAC AGC AAC GCG AAG AAC CTT ACC-3" sowie 1236 Reverse-Primer 5'-
GTC TCG TGG GCT GGA GAT GTG TAT AAG AGA CAG GTA GCR CGT
GTG TMG CCC-3" (Eurofins, MWG Biotech AG). Die Lokus-spezifische

Sequenz wurde dabei durch eine endstandige Adapter-Sequenz erganzt, die es
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in einer weiteren Amplifikationsreaktion — Index-PCR — ermdoglichte,
verschiedene Proben in einem Ansatz zu sequenzieren.

Abb. 9 zeigt dabei vergleichend die Primer-Bindungsstellen dem mikrobiellen
16S rRNS-Gen zur Amplifikation der Genregionen V1/2 und V6/V7.

F P « 3R %T P o 126R

|
N—
W1 lVE va Va4 V5 V5 l V7 va Ve

Roche » lllumina

Abb. 9: Aufbau des prokaryotischen 16S rRNS-Gens und Lage der Primer-
Bindungsstellen.

Das prokaryotische 16S rRNS-Gen besteht aus neun variablen Regionen (V1-V9) flankiert von
konservierten Genabschnitten. Dargestellt sind die Primer-Bindungsstellen fir die
Sequenzierung mittels Roche/454-Plattform und lllumina-Plattform. Das Amplifikationsprodukt
fur die Roche/454-Sequenzierung beinhaltete die variable V1/V2-Region unter Verwendung des
27F und 338R Primers. Das Amplifikationsprodukt der lllumina-Plattform beinhaltete die V6/V7-
Region unter Verwendung der 967F und 1238R Primer. Modifiziert nach (85).

Das Reaktionsvolumen des PCR-Ansatzes umfasste 25 ul. Dieses setzte sich
zusammen aus 2,5 pl mikrobieller, isolierter DNS, 5 pyl Forward Primer (1 pM),
5 ul Reverse Primer (1 yM) und 12,5 ul 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix (0,5 U
DNS-Polymerase, je 0,3 mM dGTP, dATP, dTTP und dCTP sowie 2,5 mM
MgCl,, Kapa Biosystems Inc., Wilmington, Massachusetts, Vereinigte Staaten
von Amerika).

Die PCR-Reaktion wurde in einem PCR-Thermozykler (Eppendorf) unter
folgenden Bedingungen durchgefuhrt: Initiale Aktivierung und Denaturierung bei
95°C fur 3 min gefolgt von 25 Zyklen auf 95°C fur 30 s, 55°C fur 30 s und 72°C
fur 30 s. Anschliel3end erfolgte die Elongation bei 72°C fur weitere 5 min. Bei
4°C wurde das Amplifikationsprodukt bis zur Entnahme aus dem PCR-
Thermozykler gelagert. Die anschlieliendende Agarose-Gelelektrophorese zur

Uberpriifung des PCR-Produktes fand wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben statt.
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2.4.2 Aufreinigung des PCR-Produkts

Zur Aufreinigung des PCR-Produktes wurde analog zur Generierung der DNS-
Bibliothek der Roche/454-Sequenzierung das MinElute PCR Purification Kit
(Qiagen) entsprechend des Protokolls des Herstellers verwendet
(Kapitel 2.3.2). Die Lagerung des aufgereinigten PCR-Produkts erfolgte bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C.

2.4.3 Agilent DNA 1000 Assay zur Analyse des
PCR-Produkts

Analog zur Roche/454-Sequenzierung wurde das PCR-Produkt zur genaueren
Bestimmung der amplifizierten DNS-FragmentgroRe mittels des Agilent DNA
1000 Assay Protokolls unter Verwendung des Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies) analysiert. Hierbei bestatigte sich durch Nachweis der zu
erwartenden Fragmentgroflen von 250 bis 300 Nukleotiden die erfolgreiche

Amplifizierung der DNS-Fragmente.

244 Index-PCR

Die Durchfuhrung der Index-PCR erfolgte entsprechend des Illumina 16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation Protokolls unter Verwendung des
Nextera XT Index Kits. Dieser Reaktionsschritt ermoglichte zum einen die
spatere Zuordnung ermittelter Basensequenzen durch Verwendung bekannter
Index-Oligonukleotide, die diese flankierten. Zum anderen wurden diese Index-
Sequenzen ebenfalls von Oligonukleotiden erganzt, die eine Hybridisierung der
DNS-Fragmente auf der Flusszelle ermdglichten.

Das Reaktionsvolumen des PCR-Ansatzes umfasste 50 ul und setzte sich
zusammen aus 5 pl mikrobiellem Amplifikationsprodukt der V6/7-Region aus
dem vorangegangenen PCR-Schritt, 5 uyl Nextera XT Index Primer 1, 5 pl
Nextera XT Index Primer 2, 25ul 2 x KAPA HiFi HotStart ReadyMix
(Zusammensetzung siehe Kapitel 2.4.1, Kapa Biosystems, Inc.) und 10 pl

Nuklease-freiem H,O44. Die PCR-Reaktion wurde in einem PCR-Thermozykler
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(Eppendorf) unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt: Initiale Aktivierung und
Denaturierung bei 95°C fur 3 min gefolgt von 8 Zyklen auf 95°C fur 30 s, 55°C
fur 30 s und 72°C fur 30 s. AnschlieRend erfolgte die Elongation bei 72°C flr
weitere 5 min. Bei 4°C wurde das Amplifikationsprodukt bis zur Entnahme aus

dem PCR-Thermozykler gelagert.

2.4.5 DNS-Quantifizierung

Die Messung der DNS-Konzentration erfolgte analog zur Roche/454-
Sequenzierung wie in Kapitel 2.3.4 beschrieben mit Hilfe des Qubit dsDNA HS

Assay Kits und eines Qubit 2.0 Fluometers (Thermo Fisher Scientific Inc.).

2.4.6 Bridge-Amplifikation und SBS

Durch kovalente Bindung der mit Adaptoren versehenen DNS-Matrizen an
spezifische komplementare, als Primer fungierende, Oligonukleotide auf einer
Flusszelle erfolgte die Immobilisation. Durch eine bridge-Amplifikation der DNS
bildeten sich millionenfache Anhaufungen (engl. cluster). Diese cluster stellten
immobilisierte Anhaufungen von bis zu 1000 klonalen Kopien jeweils einer
DNS-Matrize dar und ermoglichten die tausendfache parallele Sequenzierung.
Die Generierung der DNS-Bibliothek erfolgte gemaf® der Herstelleranweisung
mit dem TruSeq DNA HT Sample Prep Kit (lllumina Inc., San Diego, California,
Vereinigte Staaten von Amerika). Anschlielend wurde entsprechend des
Protokolls des TruSeq Rapid SBS HS Kits die paired end-Sequenzierung im
rapid mode mit einer Leselange von 2 x 150 bp auf einer dualen Flusszelle
mittels lllumina HiSeq 2500-System durchgefuhrt.

In Abb. 10 ist das Prinzip der lllumina-Sequenzierung dargestellt.
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Abb. 10: Prinzip der bridge-Amplifikation und sequence-by-synthesis (SBS).

A - E: Prinzip der bridge-Amplifikation. F - I: SBS

Die DNS-Fragmente (A) lagen nach Denaturierung als Einzelstrange vor und wurden beidseitig
mit Adaptoren (in rot bzw. grin gekennzeichnet) legiert (B). Die Adaptor-legierten Enden
banden jeweils an korrespondierende Primer auf der Oberflache der Flusszelle und wurden so
immobilisiert (C). Das Reaktionsgemisch (blaue Elipse), welches neben dem Enzym
Polymerase auch nicht-markierte Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs) beinhaltete, wurde
hinzugegeben, sodass komplementare Strange synthetisiert wurden (D). Anschlielend wurde
die neu synthetisierte doppelstrangige Desoxyribonukleinsaure (dsDNS) wieder in
Einzelstrange denaturiert (E). Dieser Prozess wurde vielfach durchlaufen, sodass sich
millionenfache cluster auf der Flusszelloberfliche bildeten, die jeweils identische klonal
amplifizierte dsDNS beinhalteten. Das Reaktionsgemisch (violette Elipse), das nun bei der
anschlieBenden SBS verwendet wurde, beinhaltete neben Primern und Polymerase die vier
Desoxynukleosidtriphosphate — Desoxy-Adenosin/Guanin/Cytosin/Tyrosin-Triphosphat (ANTPs:
dATP, dGTP, dCTP und dTTTP), an die einer von vier Fluoreszenz-markierten Terminatoren
reversibel gebunden war (F). Dieser markierte das Ende der durch das Enzym Polymerase
katalysierten Polymerisation. Der dabei frei gewordene Fluoreszenzfarbstoff wurde durch einen
Laser detektiert und konnte dementsprechend einer bestimmten Base zugeordnet werden (G-I).
Eigene Darstellung, Inhalt aus (86).

2.4.7 Bioinformatische Auswertung

Die bioinformatische Auswertung der generierten lllumina-Daten erfolgte analog
zur Roche/454-Sequenzierung durch Dres. rer. nat. Maddis Rumming und
Alexander Sczyrba, Centrum flr Biotechnologie (CeBiTec) der Universitat

Bielefeld unter Verwendung der open source pipeline QIIME.
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3 Ergebnisse

3.1 Uberblick

3.1.1  Ubersicht liber die Darstellung der
Ergebnisse

Die folgende Darstellung der Ergebnisse zeigt die Analyse des oralen
Mikrobioms des Zungenrandes nach Sequenzierung der V1/2-Region der 16S
rRNS mittels Roche/454-Plattform. Es schlieBen sich die Ergebnisse der
Sequenzierung der V6/7-Region derselben Proben mittels lllumina HiSeq 2500-
Plattform an. Angegeben ist jeweils der prozentuale Anteil der
Sequenzierreads, die einer taxonomischen Ordnung zugerechnet werden
kénnen. Die Auswertung der Roche/454-Daten umfasst die bis zu 120 Tage
nach alloHSZT entnommenen Proben des Patienten UKD1, dessen
Abstrichmaterial Uber diesen Zeitpunkt hinaus bis zu 408 Tage nach alloHSZT
ebenfalls mit der lllumina HiSeq 2500-Plattform sequenziert wurde. Des
Weiteren erfolgte bei einem weiteren Patienten UKD2 die Analyse des
Zungenrandmikrobioms, dessen Ergebnisse nach Durchlauf der lllumina HiSeq
2500-Plattform bis zum Tag 90 nach alloHSZT vorlagen. Nach Darstellung der
Ergebnisse der beiden Sequenzier-Plattformen folgt der Vergleich der
detektierten Gattungen bei Patient UKD1, aus dessen Abstrichmaterial sowohl
die V1/2-Region (Roche/454-Plattform) als auch V6/7-Region (lllumina HiSeq
2500-Plattform) analysiert wurden. Weiterhin ist der interindividuelle Vergleich
der jeweiligen Donoren der Patienten UKD1 und UKD2 auf Grundlage der
lllumina-Ergebnisse dargestellt.

Als Grundlage der phylogenetischen Untersuchung diente initial die mehrere
hundert Basenpaare umfassende V1/2-Region der 16S rRNS. Um die bendtigte
Leselange zu erreichen, begann die Etablierung der Roche/454 FLX Titanium-
Plattform. Diese ermdglichte es zu jenem Zeitpunkt, die ungefahr 350 bp
umfassende oben genannte Region zu entschlisseln. Der Fortschritt der
Sequenzierleistung begrindete die Umstellung der Sequenziermethodik auf die

lllumina-Plattform. Ausschlaggebend hierfir war insbesondere die erweiterte
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Leselange der DNS-Fragmente und die Generierung deutlich groRerer
Datenmengen in kurzerer Laufzeit aufgrund eines hoheren Durchsatzes an

Probenmaterial.

3.1.2 Charakterisierung des
Probenausgangsmaterials

Die analysierten Proben stammen von 2 Patienten, UKD1 und UKD2, deren
individuelle Therapien zu den entsprechenden Abstrichzeitpunkten flr die
Beurteilung des jeweiligen mikrobiellen Verteilungsmusters von Bedeutung ist.
Abb. 11A zeigt Krankheits- und Therapieverlauf sowie Abstrichzeitpunkte des
Patienten UKD1 mit Diagnose einer AML. Abb. 11B stellt dies analog dazu fir
den, ebenfalls mit einer AML diagnostizierten, Patienten UKD2 dar. Der
Abstrichzeitpunkt der Spenderproben erfolgte parallel zu den vor alloHSZT
gewonnenen Proben der Patienten.

Die beiden Spender der Patienten UKD1 und UKD2 sind jeweils gesunde, HLA-
identische Geschwister (engl. matched sibling donors; MSD). Beide wiesen
klinisch keinen Anhalt fur Erkrankungen auf.

Die Probenentnahme erfolgte jeweils vor Beginn des Konditionierungsregimes
des entsprechenden Patienten. Erhobene Metadaten umfassen Geschlecht und
Alter bei alloHSZT beider Patienten und Donoren. Weiterhin sind die
Grunderkrankung, deren initiale Therapie sowie die Art des Rezidivs, das zur
anschlieBend notwendigen Transplantation fuhrte, dargelegt. Im Detail sind
ebenfalls prophylaktische medikamentdése Behandlungsstrategien aufgefuhrt.
Komplikationen zu den Behandlungszeitpunkten sowie Parameter fur den
Erfolg der Transplantation, wie vollstandiger Spenderchimarismus und
komplette immunologische Rekonstitution, sind aullerdem datiert (siehe
Anhang I).
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A Therapieverlauf Patient UKD1
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Abb. 11: Darstellung der Behandlungsanldasse, des medikamentésen Therapieverlaufs
sowie der Abstrichzeitpunkte. A: Patient UKD1; B: Patient UKD2

Dargestellt sind die Zeitpunkte der Erstdiagnose (ED) und des Blastenexzesses bei Patient
UKD1 sowie des spaten KM-Rezidivs bei Patient UKD2. Weiterhin sind die Behandlung vor und
wahrend unterschiedlicher Phasen der allogenen hamatopoetischen Stammzelltransplantation
(alloHSZT) und der Zeitpunkt der immunologischen Rekonstitution gezeigt. Die vier Phasen der
alloHSZT umfassen die Konditionierung (K), Aplasie (A), Regeneration (REG) und
Rekonstitution (REK). Ebenfalls dargestellt ist der zeitliche Verlauf (schwarzer Pfeil) mit den
entsprechenden Ereignissen (farbig markierte X), d.h. lokale/systemische Infekte (violett),
Erstdiagnose und Diagnose (ED/D, gelb), Zeitpunkt der alloHSZT (blau) und Nachweis der
immunologischen Rekonstitution (grin). Schwarze Teilstriche entsprechen dabei den
Abstrichzeitpunkten mit der zugehdérigen Anzahl an Tagen (d) vor (-) oder nach (+) alloHSZT,
Chemotherapie bzw. Konditionierung im Vorfeld der alloHSZT (gelb-unterlegt), supportive
Therapie mit antimikrobieller sowie antiviraler (griin unterlegt) medikamentdser Prophylaxe
fanden statt. Immunsuppressiva (rot unterlegt) wurden ebenso wie die Prophylaxe bis zur
immunologischen Rekonstruktion gegeben, parallel dazu erfolgte die individuelle antibiotische
(violett unterlegt) sowie antivirale Therapie der jeweiligen lokalen/systemischen Infekte.
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3.2 Ergebnisse der Roche/454-Sequenzierung
mittels QIIME

Die Ergebnisse der insgesamt 5 Proben hinsichtlich der taxonomischen
Ordnung auf Phylum- sowie Gattungsebene werden im Folgenden dargelegt.
Die gesamten Ergebnisse der Analysen auf Phylum-, Klassen-, Ordnungs-,
Familien- und Gattungsebene sind im Anhang tabellarisch dargestellt (siehe
Anhang II).

Grundlage sind die Abstrichproben des Zungenrandes des Patienten UKD1 vor
alloHSZT, sowie 35, 61 und 120 Tage danach. Das mikrobielle Muster des
Zungenrandes des dazugehdrigen Spenders ist ebenfalls dargestelit.

Die nachfolgende Abb. 12 zeigt die Ergebnisse der Roche/454-Sequenzierung

auf Phylumebene.
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Abb. 12: Ergebnisse der Roche/454-Sequenzierung der Zungenrandabstriche des
Patienten UKD1 und des entsprechenden Donors auf Phylumebene.

Dargestellt ist die Haufigkeit der Sequenzierreads in Prozent (%), die dem jeweiligen Phylum zu
den vier Entnahmezeitpunkten vor, 35, 61 und 120 Tage (d) nach allogener hamatopoetischer
Stammzelltransplantation (alloHSZT) sowie in der Abstrichprobe des Donors zugeordnet
werden. Alle Phyla mit Nachweishaufigkeit <1% sind in der Kategorie ,Andere”
zusammengefasst.

Die Auswertung der 4 Patientenproben zu den unterschiedlichen
Therapiezeitpunkten ergibt nach der Roche/454-Sequenzierung das

Vorkommen der folgenden finf bakteriellen Phyla in unterschiedlicher

39



Haufigkeit: Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes und
Fusobacteria.

Die Ergebnisse der Analyse auf Gattungsebene sind analog dazu in Abb. 13
dargestellt.
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Abb. 13: Ergebnisse der Roche/454-Sequenzierung der Zungenrandabstriche des
Patienten UKD1 und des entsprechenden Donors auf Gattungsebene.

Dargestellt ist die Haufigkeit der Sequenzierreads in Prozent (%), die der jeweiligen Gattung zu
den vier Entnahmezeitpunkten vor, 35, 61 und 120 Tage (d) nach allogener hamatopoetischer
Stammzelltransplantation (alloHSZT) sowie in der Probe des Donors zugeordnet werden. Bei
nicht klassifizierter (n.k.) Gattung (Gat.) wurde die (bergeordnete Klasse benannt. Alle
Gattungen mit Nachweishaufigkeit <1% sind in der Kategorie ,Andere” zusammengefasst.

Zusammensetzung des Spendermikrobioms

Das Mikrobiom des Donors von Patient UKD1 weist eine Zusammensetzung
aus 69,0% Firmicutes, 20,7% Actinobacteria und 10,3% Proteobacteria auf
(Abb. 12). Auf Gattungsebene zeigen sich hierbei 6 Gattungen >1% Haufigkeit
(Abb. 13). Den groten Anteil an der mikrobiellen Komposition des
Zungenrandabstrichs hat dabei die Gattung Streptococcus mit 48,3%, gefolgt
von 20,7% Rothia, 17,2% Granulicatella und 6,9% Haemophilus. Zu gleichen
Anteilen mit je 3,4% liegen Veillonella und Neisseria vor.

Die Gattungen Streptococcus, Rothia und Granulicatella stimmen hinsichtlich
ihres grampositiven Farbeverhaltens und fakultativ anaeroben
Wachstumsverhaltens Uberein. Haemophilus-Stabchen, Veillonella-Kokken und
Neisseria-Diplokokken hingegen zeigen alle gramnegative

Farbungseigenschaften. Haemophilus und Neisseria weisen hierbei ebenfalls
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fakultativ anaerobe und aerobe Wachstumseigenschaften auf, wohingegen

Veillonella das detektierte Spektrum im obligat anaeroben Bereich erweitert.

Dominanz grampositiver Bakteriengattungen vor alloHSZT

Betrachtet man die in Abb. 12 dargestellten Roche/454-Sequenzierungs-
analysen des Patienten UKD1 vor alloHSZT auf Phylumebene, so zeigt sich
eine Dominanz der Firmicutes mit 81,0%, gefolgt von 16,1% Actinobacteria
sowie 2,9% Proteobacteria.

Auf Gattungsebene (Abb. 13) ist Streptococcus mit 80,0% am haufigsten zu
detektieren. Daneben zeigt die Analyse des Phylums Actinobacteria eine
Zusammensetzung aus den Gattungen Rothia mit 13,2% und Actinomyces mit
2,4 %. Weiterhin sind gramnegative Stabchen der Gattung Pseudomonas mit
2,9% aus dem Phylum der Proteobacteria nachzuweisen.

Insgesamt wurden bei Patient UKD1 vor alloHSZT nur 4 Gattungen >1%
Haufigkeit detektiert. Die Probenentnahme erfolgte unmittelbar vor Einleitung

des Konditionierungsregimes.

Vorherrschen der Gattung Neisseria 35 Tage nach alloHSZT

Die 35 Tage nach alloHSZT entnommene Abstrichprobe setzt sich
hauptsachlich aus Proteobacteria mit 55,6% und Firmicutes mit 44,4%
zusammen. Hierbei prasentiert sich eine starke Dezimierung des Firmicutes-
Anteils um 36,6% bei gleichzeitig deutlichem Anstieg der Proteobacteriae um
52,7% im Vergleich zum Abstrich vor alloHSZT (Abb.12). Auf Gattungsebene
(Abb. 13) herrschen die gramnegativen Diplokokken Neisseriae mit 55,6% vor.
Daneben ist transient die Gattung Gemella mit 22,2% nachzuweisen.
AuRerdem sind zu diesem Zeitpunkt jeweils zu gleichen Anteilen mit 11,1% die
Gattungen Staphylo- und Streptokokken nachweisbar.

Zusammenfassend lasst sich damit neben den dominierenden gramnegativen
Diplokokken Neisseria ein aus grampositiven, obligat aeroben (Gemella) bis
fakultativ anaeroben (Staphylo- und Streptokokken) Gattungen bestehendes
Mikrobiom des Zungenrandes beschreiben. Es sind 4 Gattungen >1%

Haufigkeit zu detektieren.
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Verdopplung der Anzahl der detektierten Gattungen mit Dominanz der Gattung
Streptococcus zum Zeitpunkt 61 Tage nach alloHSZT

61 Tage nach alloHSZT werden mittels Roche/454-Sequenzierung die Phyla
Firmicutes mit 88,3%, Actinobacteria mit 6,2%, Proteobacteria mit 3,1% sowie
Bacteriodetes mit 2,3% nachgewiesen (Abb. 12).

Auffallend ist die Verdopplung der Anzahl der detektierten Gattungen >1%
Haufigkeit von 4 in den beiden vorangegangenen Proben auf 8 (Abb. 13). Die
Dominanz der Firmicutes ist auf einen erneuten Anstieg des Streptococcus-
Anteils mit 41,9% und der erstmaligen Detektion von Granulicatella mit 29,2%
sowie Veillonella-Kokken mit 15,2% zurickzufuhren. Daneben lassen sich in
der Analyse 4,5% Rothia, 3,0% Campylobacter, 1,7% Actinomyces sowie 1,5%
Gemella nachweisen.

Das Spektrum der detektierten Gattungen ist deutlich vielfaltiger im Vergleich
zur 35 Tage nach alloHSZT entnommenen Probe. Es zeigt sich erneut mit den
Gattungen Streptococcus, Granulicatella, Rothia, Actinomyces und Gemella

eine Dominanz der grampositiven Gattungen mit insgesamt 78,8%.

Grofite Anzahl detektierter Gattungen 120 Tage nach alloHSZT

120 Tage nach alloHSZT zeigt die Analyse des mikrobiellen Spektrums in der
Roche/454-Sequenzierung Firmicutes mit 72,2%, Bacteriodetes mit 14,9%,
Actinobacteria mit 7,9%, Proteobacteria mit 3,5% und Fusobacteria mit 1,4%
(Abb. 12). Auf Gattungsebene zeigt sich mit 10 detektierten Gattungen >1%
Haufigkeit die groRte Anzahl innerhalb der betrachteten Zeitreihe (Abb. 13).
Dabei sind Streptococcus mit 31,7% und Granulicatella mit 17,6% neben
Veillonella mit 17,2% - wie auch bereits 61 Tage nach alloHSZT — am
haufigsten vertreten. Hervorzuheben ist der starke Anstieg der Gattung
Prevotella (14,8%) im Vergleich zu der 61 Tage nach alloHSZT entnommenen
Probe. Erstmalig wurde auch die Gattung Atopobium mit 1,5% aus dem Phylum
der Actinobacteria nachgewiesen.

Zusammenfassend zeigt sich weiterhin ein Uberwiegen grampositiver, fakultativ
anaerober Gattungen mit deutlicher Zunahme der gramnegativen, obligat
anaeroben Kommensalen mit insgesamt 35,2%. Letztere umfassen vor allem

Veillonella und Prevotella.
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3.3 Analyse der lllumina HiSeq 2500-
Sequenzierungsergebnisse mittels QIIME

Die bioinformatische Auswertung der Sequenzen mittels der open source
Pipeline QIIME zeigt die in Abb. 14 dargestellten Verteilungsmuster des
Mikrobioms auf Phylumebene im Abstrich des Zungenrands der beiden
Patienten UKD1 und UKD2 sowie der dazugehdrigen Spenderproben.
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Abb. 14: Ergebnisse der lllumina HiSeq 2500-Sequenzierung der Zungenrandabstriche
der Patienten UKD1 und UKD2 sowie der entsprechenden Donoren auf Phylumebene.

A: Patient UKD1 und entsprechender Donor; B: Patient UKD2 und entsprechender Donor.
Dargestellt ist die Haufigkeit der Sequenzierreads, die dem jeweiligen Phylum zu den
unterschiedlichen  Abstrichzeitpunkten ~ vor  allogener hamatopoetischer  Stammzell-
transplantation (alloHSZT) und Anzahl der Tage (d) nach alloHSZT zugeordnet werden.
Weiterhin ist zum Vergleich das mikrobielle Muster der enthommenen Spenderprobe (Donor)
dargestellt. Alle Phyla mit Nachweishaufigkeit <1% sind in der Kategorie ,Andere"
zusammengefasst.
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Interindividueller Spendervergleich: Dominanz der Gattung Haemophilus in
beiden Spenderabstrichen

Die beiden Spenderproben weisen auf Phylumebene Proteobacteriae,
Firmicutes sowie Bacteriodetes auf. Bei dem zu Patient UKD2 zugehdrigen
Spender liegen Proteobacteriae und Firmicutes zu gleichen Anteilen mit jeweils
43,6% vor, wahrend beim Spender von Patient UKD1 Firmicutes mit 50,3%
neben Proteobacteriae mit 35,0% nachzuweisen waren (Abb. 14A und B).
Einen vergleichbaren Anteil in den Spenderproben der Patienten UKD1 und
UKD2 nehmen Bacteriodetes mit 11,2% bzw. 12,4% ein.

Die folgende Abb. 15 zeigt das im Anschluss naher erlauterte mikrobielle
Verteilungsmuster auf Gattungsebene. Die gesamten Ergebnisse zur Verteilung
auf Phylum-, Klassen-, Ordnungs-, Familien- und Gattungsebene erfolgen

tabellarisch im Anhang (siehe Anhang II).
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Abb. 15: Darstellung der lllumina HiSeq 2500-Sequenzierergebnisse auf Gattungsebene.
A: Patient UKD1 und entsprechender Donor; B: Patient UKD2 und entsprechender Donor.
Dargestellt ist die prozentuale Haufigkeit der Sequenzierreads, die der jeweiligen Gattungen zu
den unterschiedlichen Entnahmezeitpunkten vor, am jeweiligen Tag (d) nach allogener
hamatopoetischer Stammzelltransplantation (alloHSZT) und der einmalig entnommenen
Spenderprobe zugeordnet werden. Bei einigen Spezies konnte die Gattung (Gat.) oder auch die
Familie (Fam.) nicht klassifiziert (n.k.) werden. In diesem Fall wurde die Ubergeordnete
Hierarchie dargestellt. Alle Gattungen mit Nachweishaufigkeit <1% sind in der Kategorie
~<Andere* zusammengefasst.

Auf Gattungsebene zeigt sich Haemophilus sowohl beim Spender von Patient
UKD1 mit 33,2% als auch beim Spender von Patient UKD2 mit 42,9% am
haufigsten vertreten (Abb. 15A und B). Im Abstrich des Spenders des Patienten
UKD1 folgt Streptococcus mit 21,8% als zweithaufigste Gattung. Weiterhin sind
Granulicatella mit 10,5%, Gemella mit 8,9%, Porphyromonas mit 6,6%,
Veillonella mit 5,9% sowie Prevotella mit 4,3% nachweisbar. In geringeren

Anteilen zeigen sich ebenfalls Fusobacterium und Enterococcus mit 2,9% bzw.
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1,2% (Abb. 15A). Insgesamt zeigt die Probe eine Vielfalt von 9 detektierten
Gattungen >1% Haufigkeit.

Bei dem zu Patient UKD2 zugehdrigen Spender lasst sich ebenfalls als
zweithaufigste Gattung Streptococcus mit 25,6% gefolgt von Porphyromonas
mit 8,2% nachweisen. Weiterhin setzt sich die Spenderprobe in ahnlichen
Anteilen aus Granulicatella mit 5,5%, Gemella mit 4,7%, Veillonella mit 4,5%
und Prevotella mit 3,9% zusammen (Abb. 15B). Insgesamt lie3en sich in dieser
Probe 8 Gattungen >1% Haufigkeit detektierten.

Reduzierte Anzahl detektierter Gattungen bei Patienten vor alloHSZT

Die Untersuchung der Probe des Patienten UKD1 (Abb. 14A) vor alloHSZT
ergibt auf der Phylumebene einen Uberwiegenden Anteil Firmicutes mit 98,4%.
Die Zusammensetzung des Mikrobioms des Zungenrandes von Patient UKD2
zeigt dagegen nur 39,4% Firmicutes und 60,2% Proteobacterae (Abb. 14B).

Auf Gattungsebene betrachtet setzt sich die bei Patient UKD1 unmittelbar vor
Beginn der Konditionierung vor alloHSZT enthommene Probe zu einem
Uberwiegenden Anteil aus 4 physiologischen Gattungen zusammen: 57,9%
Streptococcus, 22,4% Granulicatella, 10,3% Gemella und 3,6% Enterococcus
(Abb. 15A).

Patient UKD2 zeigt auf Gattungsebene folgendes Spektrum: beginnend mit der
Analyse der Probe vor alloHSZT dominieren die 3 Bakteriengattungen
Staphylococcus mit 35,6%, gefolgt von den Gammaproteobacteriae Halomonas
mit 33,3% und 25,0% Shewanella. Streptococcus stellt mit 2,0% einen geringen
Anteil in dieser Probe dar (Abb. 15B).

Dementsprechend zeigt sich — analog zu Patient UKD1 - auch eine
verhaltnismaldig geringe Breite des detektierten bakteriellen Spektrums mit
lediglich 4 Gattungen >1% Haufigkeit. Die Zusammensetzung der mikrobiellen
Gemeinschaft hingegen setzt sich sowohl aus grampositiven als auch

gramnegativen fakultativ anaeroben Mitgliedern zusammen.
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Verschiebung des mikrobiellen Spektrums des Patienten UKD1 vier Wochen
nach alloHSZT

Die Probe von Patient UKD1 zeigt am Tag 35 nach alloHSZT mit 58,4% einen
Uuberwiegenden — wenn auch stark dezimierten — Anteil an Firmicutes. Dagegen
— anteilsmaRig deutlich angestiegen — sind die Proteobacteriae mit 41,0%
(Abb. 14A).

Ubertragen auf die Gattungsebene zeigt sich Streptococcus stark reduziert,
stellt jedoch immer noch mit 24,6% den starksten Anteil dar. Dahingegen
deutlich zugenommen haben die gramnegativen Gattungen Halomonas und
Shewanella mit 22,5% bzw. 15,1%. AulRerdem wurden Gemella und
Staphylococcus mit einem Anteil von 17,2% bzw. 13,9% nachgewiesen.
(Abb. 15A).

Zusammenfassend wurden in der Probe 35 Tage nach alloHSZT 6 Gattungen
>1% Haufigkeit nachgewiesen und dabei ca. ein Drittel Bakterien aus dem

gramnegativem Spektrum.

Dominanz der Firmicutes mit den Gattungen Strepto- und Staphylococcus an
Tag 0 nach alloHSZT bei Patient UKD2

Vom Patienten UKD2 liegt zusatzlich eine Probe am Tag O der alloHSZT nach
12-tagiger Konditionierung sowie gezielter antibiotischer Therapie vor. Darin
Uberwiegen Firmicutes mit 83,3%, Proteobacteriae sind nur noch mit 16,5%
vertreten (Abb. 15B). Auf Gattungsebene sind nun 42,8% Staphylococcus und
35,9% Streptococcus vertreten. Innerhalb der Klasse der
Gammaproteobacteriae sind die Gattungen Halomonas und Shewanella mit
9,3% bzw. 6,8% deutlich dezimiert (Abb. 15B).

Insgesamt lasst sich bei der hauptsachlich 4 Gattungen umfassenden Probe

eine deutliche Verschiebung in ein grampositives Spektrum verzeichnen.
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Dominanz der Ordnung Streptophyta 27 Tage nach alloHSZT bei Patient UKD2

27 Tage nach alloHSZT weist Patient UKD2 ein deutlich verandertes
mikrobielles Spektrum auf: Cyanobacteriae und Actinobacteriae dominieren mit
jeweils 33,6% und 31,6%, gefolgt von Proteobacteriae mit 24,3% sowie
Firmicutes mit 10,1% (Abb. 14B). Auf Gattungsebene zeigt sich unter
bestehender GvHD-Prophylaxe mit Metronidazol der zuvor dominante
Staphylococcus- und Streptococcus-Anteil deutlich reduziert auf 2,7% bzw.
0,8%. Dahingegen dominiert nun mit 33,6% das Bakterienspektrum des
Phylums der Cyanobacteria, Klasse Chloroplast mit der Ordnung der
Streptophyta. Familien- sowie Gattungszugehorigkeit konnten mittels QIIME-
Analyse nicht zugeordnet werden. Rothia aus dem Phylum der Actinobacteria
ist mit 31,5% vertreten. Wie auch in der Vorprobe zeigt sich der — im Vergleich
zur Probe vor alloHSZT — deutlich dezimierte Anteil der Gammaproteobacteriae
stabil. Die dem Phylum der Firmicutes zugehdrige Ordnung der Lactobacillales
ist ebenfalls einmalig mit 5,6% zu detektieren. Auch hier war eine Familien-

bzw. Gattungszuordnung nicht moglich (Abb. 15B).

Transiente Verschiebung des Spektrums der Proteobacteriae 2 Monate nach
alloHSZT bei Patienten UKD1

61 Tage nach alloHSZT zeigen sich bei Patient UKD1 ein erneuter Anstieg des
zuvor gefallenen Firmicutes-Anteils auf 72,0% sowie ein gleichzeitiger Abfall
der Proteobacteriae auf 16,8%. Zudem lasst sich mit 11,1% ein deutlicher
Anstieg der Bacteriodetes nachweisen (Abb. 14A). Der Anteil der Gattung
Streptococcus bleibt auch 61 Tage nach alloHSZT mit 31,6% verhaltnismafig
hoch. Auffallig ist hingegen die transiente Verschiebung des Spektrums der
Proteobacteriae von den Gamma- zu den Epsilonproteobacteriae mit 13,0%
Campylobacter-Anteil. Ebenfalls zeigt sich eine deutliche Vermehrung innerhalb
des Phylums Clostridiae mit 19,3% der Gattung Veillonella sowie 11,0%
Prevotella aus dem Phylum der Bacteroidetes (Abb. 15A).
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Zu diesem Zeitpunkt zeigt sich unter Reduktion der antibiotischen Therapie mit
Absetzen der antimikrobiellen Cotrimoxazol-Prophylaxe eine Zunahme der >1%
detektierten Gattungen auf eine Gesamtanzahl von 9.

Dominanz der Gattung Streptococcus 2 Monate nach alloHSZT des Patienten
UKD2

In der Probe 59 Tage nach alloHSZT dominieren erneut Firmicutes mit 85,5%,
gefolgt von Proteobacteriae und Bacteriodetes mit 7,8% bzw. 4,8%. Die zuvor
vorherrschenden Cyanobacteriae sind zu diesem Zeitpunkt nicht mehr zu
detektieren (Abb. 14B).

Auf Gattungsebene dominiert hierbei Streptococcus mit 56,2%, erstmalig
gefolgt von Veillonella mit 24,6%. Hinsichtlich der Proteobacteriae zeigt sich
eine weitere Reduktion der Gammaproteobacteriae Shewanella und
Halomonas auf 1,3% bzw. 2,8%. Gleichzeitig zeigt sich unter den
Epsilonproteobacteriae einmalig mit einem Anteil von 3,4% Campylobacter.
Ebenfalls vorhandene Gattungen sind Prevotella mit 4,7% sowie Granulicatella
mit 2,8% (Abb. 15B).

Zusammengefasst beinhaltet die am Tag 59 nach alloHSZT entnommenen
Probe 8 detektierte Gattungen >1% Haufigkeit.

Reduzierte Vielfalt der detektierten Gattungen in der Abstrichprobe des
Patienten UKD1 3 Monate nach alloHSZT

90 Tage nach alloHSZT des Patienten UKD1 erweist sich der Anteil Firmicutes
mit 71,7% nahezu konstant zur Vorprobe. Bacteriodetes hingegen zeigen
wieder eine Verminderung mit nur noch 0,3%, wohingegen der Anteil der
Proteobacteria im Vergleich zur Vorprobe auf 27,9% ansteigt (Abb. 14A).

Auf Gattungsebene erreicht Granulicatella mit 28,9% zu diesem Zeitpunkt den
hochsten Anteil an der mikrobiellen Flora des Zungenrandes. Zudem andert

sich die Zusammensetzung der Proteobacteriae mit 13,3% Shewanella und
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13,9% Halomonas. Streptococcus lasst sich weiterhin als dominierender
Bestandteil mit 38,1% nachweisen (Abb. 15A).

Das mikrobielle Spektrum zeigt zu diesem Abstrichzeitpunkt eine Reduktion auf
5 Gattungen >1% Haufigkeit.

Grofdte Anzahl detektierter Gattungen 3 Monate nach alloHSZT des Patienten

UKD2 mit Dominanz der Gattung Haemophilus

In der Analyse der 90 Tage nach alloHSZT enthommenen Probe des Patienten
UKD2 zeigen die vorher stark dominierenden Firmicutes einen deutlichen
Ruckgang auf 52,7%, verbunden mit einem starken Anstieg des Anteils der
Proteobacteriae auf 43,7%. Der Anteil der Bacteriodetes sinkt auf 2,9%
(Abb. 14B).

Auf Gattungsebene dominiert Haemophilus mit 36,7%, gefolgt von einem im
Vergleich zur Vorprobe stabilen Anteil an Veillonella mit 24,4%. Deutlich
reduziert auf 17,3% zeigt sich dahingegen der Streptococcus-Anteil. Innerhalb
der Proteobacteriae bestehen Schwankungen hinsichtlich der
Zusammensetzung mit einer Abnahme von Campylobacter auf 1,0% sowie
einer leichten Zunahme von Halomonas und Shewanella auf 3,4% bzw. 1,8%
(Abb. 15B).

Damit weist der Abstrichzeitpunkt 90 Tage nach alloHSZT bei Patient UKD2
eine leichte Verschiebung zu gramnegativen Gattungen auf mit insgesamt 10

Bakteriengattungen >1% Haufigkeit.

Erneuter Anstieg detektierter Gattungen 4 Monate nach alloHSZT bei Patient
UKD1

120 Tage nach alloHSZT zeigt sich bei Patient UKD1 ein erneuter Abfall der
Firmicutes auf 55,9% und Proteobacteria auf 14,3% verbunden mit einem
starken Anstieg der Bacteriodetes auf 23,0%. Weiterhin lasst sich ein
transienter Anstieg der Actinobacteria auf 4,3% und Fusobacteriae auf 2,5%
detektieren (Abb. 14A).
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Auf Gattungsebene zeigt sich eine starke Erhdhung von Prevotella mit 22,7%
mit Verdrangung der bisher dominierenden Streptococcus mit 19,1%. Zudem
zeigt sich eine deutliche Vermehrung von Veillonella mit 19,6% und
Campylobacter mit 10,1% (Abb.15A).

Die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft liegt damit deutlich im
gramnegativen sowie obligat anaeroben Bereich und zeigt mit 10 detektierten

Gattungen >1% ein breites Verteilungsmuster.

Vorherrschende Gattung Veillonella und Erhdhung von Campylobacter 153
Tage nach alloHSZT bei Patienten UKD1

In der Probe 153 Tage nach alloHSZT von UKD1 zeigt sich weiterhin eine
deutliche Dominanz der Firmicutes mit 72,3%. Ebenfalls erneut zugenommen
hat der Anteil der Proteobacteria mit 24,3%. Dahingegen zeigen sich
Bacteriodetes deutlich reduziert auf 2,9% (Abb.14A).

Auf Gattungsebene zeigt die entnommene Abstrichprobe eine Vermehrung von
Veillonella auf 29,9% sowie einen deutlichen Anstieg des Campylobacter-
Anteils auf 17,5%. Streptococcus ist weiterhin mit 24,6% vertreten, sowie auch
Granulicatella mit 10,3%. Der Prevotella-Anteil ist in dieser Probe mit 2,5%
wieder reduziert, wohingegen Gemella mit 4,9% und Halomonas mit 4,5%
angestiegen sind (Abb. 15A).

Insgesamt sind in dieser Probe 8 Gattungen mit einer Haufigkeit >1% vertreten.

Dominanz der Gattung Haemophilus 187 Tage nach alloHSZT bei Patient
UKD1

Auffallig ist 187 Tage nach alloHSZT der dominierende Anteil der Klasse
Gammaproteobacteriae, der sich hauptsachlich aus Haemophilus mit 29,7%,
Halomonas mit 9,7% und Shewanella mit 4,8% zusammensetzt. Dahingegen ist
die Klasse der Epsilonproteobacteriae mit der Gattung Campylobacter im
Vergleich zur Vorprobe wieder deutlich dezimiert auf 8,7% (Abb. 15A und

Klassenzuordnung Anhang llL.I1). Die initial vor alloHSZT sowie zum Zeitpunkt
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35 und 90 Tage danach nicht detektierbare Gattung Veillonella weist — wie auch
in den vorangegangenen Proben — mit 23,8% einen relativ hohen Anteil auf.
Der an den vorherigen Entnahmezeitpunkten hohe Streptococcus-Anteil ist
dahingegen deutlich auf 5,5% dezimiert. Die gleiche Entwicklung lasst sich
auch fir die Gattung Granulicatella mit einem Vorkommen von 4,1%
beschreiben. Dahingegen zeigt Gemella einen weiteren Anstieg auf 6,3%,
welcher auch 218 Tage nach alloHSZT zunachst mit 5,9% stabil bleibt
(Abb. 15A).

Zusammengefasst zeigt sich auch in dieser Probe eine deutliche Dominanz der
gramnegativen, fakultativ bis obligat anaeroben Bakteriengattungen. Erstmalig
in der Probe vom Tag 187 nach alloHSZT lasst sich mit 1,8% die Gattung
Capnocytophaga detektieren, die sich auch an den weiteren zwei folgenden
Untersuchungszeitpunkten 218 und 408 Tage nach alloHSZT mit 1,5% und
1,4% stabil zeigt.

Insgesamt zeigen sich erneut 10 detektierbare Gattungen >1% Haufigkeit.

Dominanz der Gattung Haemophilus im weiteren Verlauf bis Tag 408 nach
alloHSZT bei Patient UKD1

Das mikrobielle Spektrum weist an den Tagen 218 mit 38,1% und 408 mit
36,1% eine deutliche Dominanz von Haemophilus auf. Annahernd stabil bleibt
der Streptococcus-Anteil, der sich nach initial deutlicher Reduktion wieder 218
Tage nach alloHSZT auf 16,7% und 408 Tage nach alloHSZT auf 18,7% erhoht
hat. Der vorher beschriebene relativ hohe Anteil an Veillonella verringert sich
bis Tag 218 auf 19,9% und dann weiter bis Tag 408 nach alloHSZT auf 11,5%.
Ebenso ist Campylobacter an Tag 218 mit 3,2% sowie an Tag 408 mit 0,6%
weiter reduziert. Dezimiert ist auch Gemella mit 1,6% im Vergleich zur Vorprobe
an Tag 218 Tage mit 5,9% Haufigkeit. Gleiches lasst sich fur die Gattung
Granulicatella mit 6,5% beschreiben. Auffallig ist zuletzt in diesem Zeitraum der
einmalig gemessene Anteil von 12,3% Porphyromonas 408 Tage nach
alloHSZT (Abb. 15A). Uber den letzten Zeitraum sind 7 bzw. 9

Bakteriengattungen >1% Haufigkeit nachweisbar.
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3.4 Vergleich der Sequenzierergebnisse mit
Roche/454 FLX Titanium- sowie lllumina HiSeq
2500-Plattform

Im Folgenden ist der Vergleich der Sequenzierergebnisse der Roche/454- und
lllumina-Plattform  der identischen  Ausgangsproben dargestellt. Zur
phylogenetischen Analyse liegen unterschiedliche Bereiche der bakteriellen
16S rRNS zugrunde, fur die Roche/454-Plattform die der V1/2-Region und fir
die lllumina-Plattform die der V6/7-Region.

In Abb. 16 sind die jeweils detektierten Phyla mit Haufigkeit >1% aus der
identischen Ausgangsprobe nach Durchlauf beider Sequenziermethoden
gegenubergestellt. Sowohl in der Roche/454- als auch der lllumina-
Sequenzierung zeigen sich folgende 5 Phyla: Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteriodetes, Actinobacteria und Fusobacteria.

Dabei stellt das Phylum Firmicutes nach Analyse mit beiden Sequenzier-
Methoden den dominierenden Anteil dar. Ausnahme besteht nur nach Detektion
der 35 Tage-Probe unter Nutzung der Roche/454-Sequenzierung, die einmalig
einen Uberwiegenden Anteil an Proteobacteriae ergab. Auffallig sind die
Unterschiede in der Detektion der Phyla Actinobacteria und Bacteriodetes.
Actinobacteria werden entsprechend haufiger in der Roche/454-Sequenzierung
nach Amplifikation der V1/2-Region detektiert, z.B. in der Patientenprobe vor
alloHSZT 16,1% vs. 0,7% und in der Donorprobe 20,7% vs. 0,3%. Gegenlaufig
zeigt sich dies fur Bacteriodetes, z.B. in der Probe Tag 61 2,3% vs. 11,1% und
in der Donorprobe 0% vs. 11,2% (Abb. 16A und B).
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Patient UKD1 Phylumebene (Roche/454 FLX Titanium)
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Abb. 16: Phylumvergleich des Zungenrandes des Patienten UKD1 und entsprechenden
Donors nach Roche/454 FLX Titanium- und lllumina HiSeq 2500-Sequenzierung.

A: Phylumebene nach Roche/454 FLX Titanium-Sequenzierung; B: Phylumebene nach lllumina
HiSeq 2500-Sequenzierung.

Dargestellt ist die Haufigkeit der Sequenzierreads, die dem jeweiligen Phylum zu den
unterschiedlichen Abstrichzeitpunkten vor alloHSZT bzw. Anzahl der Tage (d) nach allogener
hamatopoetischer Stammzelltransplantation (alloHSZT) zugeordnet werden kénnen. Weiterhin
ist zum Vergleich das mikrobielle Muster der jeweils einmalig enthommenen Spenderprobe
(Donor) dargestellt. Alle Phyla mit Nachweishaufigkeit <1% sind in der Kategorie ,Andere*
zusammengefasst.
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In Abb. 17 sind die entsprechenden Daten auf Gattungsebene

gegenubergestellt.

Patient UKD1 Gattungsebene (Roche/454 FLX Titanium)
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Abb. 17: Gattungsvergleich des Zungenrandes des Patienten UKD1 und entsprechenden
Donors nach Roche/454 FLX Titanium- und lllumina HiSeq 2500-Sequenzierung.

A.: Gattungsebene nach Roche/454 FLX Titanium Sequenzierung; B.: Gattungsebene nach
lllumina HiSeq 2500-Sequenzierung.

Dargestellt sind die den entsprechenden Sequenzierreads zugeordneten Haufigkeiten der
Gattungen zu den unterschiedlichen Entnahmezeitpunkten (Anzahl der Tage d nach allogener
hamatopoetischer Stammzelltransplantation (alloHSZT)) sowie die einmalig entnommene
Spenderprobe. Alle Gattungen mit Nachweishdufigkeit <1% sind in der Kategorie ,Andere”
zusammengefasst.

55



Im Ubereinstimmenden Beobachtungszeitraum der Patientenprobe bis 120
Tage nach alloHSZT zeigt der Vergleich der Analysemethoden
Ubereinstimmend eine zunehmende Anzahl detektierter Gattungen mit
Haufigkeit >1% bis zu maximal 10 an Tag 120. Der Vergleich der Spenderprobe
ergibt bzgl. der Haufigkeit detektierter Gattungen >1% nach Roche/454-
Sequenzierung eine Anzahl von 6 und nach lllumina-Sequenzierung eine
Anzahl von 9 (Abb. 17A und B).

Wie bereits zuvor auf Phylumebene beschrieben stellen sich die Unterschiede
zwischen den beiden Sequenziermethoden auf Gattungsebene wie folgt dar: So
lasst sich Rothia in 4 von 5 Proben mittels Roche/454-Sequenzierung der V1/2-
Region in einer Haufigkeit deutlich >1% — bis zu 20,7% in der Spenderprobe —
nachweisen, jedoch in keiner der Proben >1% Haufigkeit mittels lllumina-
Sequenzierung der V6/7-Region. Haemophilus dagegen lasst sich mittels
lllumina-Methode in der Spenderprobe mit 33,2% nachweisen, im Gegensatz
zur Roche/454-Methode mit 6,9%. Auch die Gattung Campylobacter lasst sich
mit Einsatz der lllumina-Methode deutlicher darstellen als mit der Roche/454-
Methode, z.B. in den Abstrichproben 61 und 120 Tage nach alloHSZT mit
13,0% und 10,1% vs. 3,0% und 3,2%. Streptococcus ist mit beiden Methoden
zu detektieren, mit Ausnahme der Probe am Tag 35 nach alloHSZT vermehrt
mittels Roche/454. So wurde z.B. in der Probe vor alloHSZT mit der Roche-
Methode 80,0% vs. 57,9% mit der lllumina-Methode detektiert. Auffallig sind
ebenfalls Unterschiede in der Detektion der Gattung Neisseria, z.B. in der
Probe 35 Tage nach alloHSZT mit einem Anteil von 55,6% mittels Roche/454-
Plattform vs. 0,1% mittels der lllumina-Plattform. Dagegen lasst sich die
Gattung Prevotella mittels lllumina-Plattform haufiger nachweisen als mit der
Roche/454-Plattform. Fur die Gattungen Gemella und Granulicatella |asst sich
kein klarer Trend erkennen. So wurde z.B. in der Probe vor alloHSZT Gemella
mit einer Haufigkeit von 10,3% mittels lllumina-Methode nachgewiesen vs. nicht
detektierbar mittels Roche/454-Methode. In der Probe von Tag 35 nach
alloHSZT wurde dagegen mittels Illumina-Methodik fir Gemella nur eine
Haufigkeit von 17,2% vs. 22,2% mittels Roche/454-Methodik gezeigt. Auch bei
Granulicatella wurde in der Probe vor alloHSZT mittels lllumina-Plattform eine

Haufigkeit von 22,4% vs. 0,5% mittels Roche/454-Methode nachgewiesen, bei
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der Probe 61 Tage nach alloHSZT dagegen nur 15,0% mittels lllumina- vs.
29,2% mittels Roche/454-Methode.

Neben diesen zuvor genannten Differenzen lieken sich verschiedene
Gattungen zu einzelnen Untersuchungszeitpunkten nur mit einer der beiden
Methoden darstellen, so z.B. Halomonas, Shewanella und Enterococcus nur mit
der lllumina-Methode und Pseudomonas nur mit der Roche/454-Methode.
Vergleichbare Haufigkeiten lassen sich bei den Gattungen Staphylococcus und
Veillonellae darstellen (Abb. 17A und B).
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4 Diskussion

4.1 Wahl der Sequenzierungsplattform

Mit der Identifikation von Mikroorganismen und ihrer taxonomischen Zuordnung
beschaftigt sich die Menschheit seit vielen Generationen. Die Entwicklung von
Nachweismethoden erfolgte in einem fortwahrenden dynamischen Prozess,
anfanglich Uber mikroskopische Untersuchungen - vornehmlich des
Phanotyps — und kulturabhangige Verfahren mit Bestimmung morphologischer,
physiologischer und biochemischer Merkmale bis hin zu kulturunabhangigen
Verfahren. Insbesondere der Kenntniszuwachs hinsichtlich komplexer
mikrobieller Lebensgemeinschaften ist durch die Mdglichkeiten der 16S rRNS-
Gen-Analyse revolutioniert worden.

In der phylogenetischen RNS-Analytik besteht bzgl. der Anzahl der die
Mundhohle besiedelnden Mikroorganismen weitgehende Einigkeit: 770 Taxa
auf Speziesebene sind bis zum aktuellen Zeitpunkt (Stand Oktober 2018) in der
Human Oral Microbiome Database verzeichnet (19, 87).

Dagegen ist die Kultivierung von Mikroorganismen mit anschlieRender
mikroskopischer und konventionell-biochemischer Spezifizierung ein kosten-
und arbeitsintensives Verfahren, welches darlber hinaus nicht umfassend in
der Lage ist, das komplette mikrobielle Spektrum eines Habitats zu erfassen.
So bezifferten Dewhirst et al. den Anteil der nicht — oder noch nicht —
kultivierbaren Spezies auf etwa ein Drittel (19).

Die Wahl der Sequenzierungsmethode richtete sich in diesem Studiendesign
initial nach der Leseweite einer Sequenz unter der Annahme, dass die
Entschlisselung  entsprechend langer = DNS-Matrizen zu  validen
phylogenetischen Ergebnissen fuhrt. Mit der Roche/454-Pyrosequenzierung
war im Vergleich zu anderen Sequenzierungsmethoden die Entschlusselung
deutlich langerer DNS-Fragmente moglich. So konnte im Jahr 2004 die
Roche/454-Plattform als erste kommerziell eingefuhrte
Sequenzierungsmethode DNS-Matrizen mit bis zu 250 bp verarbeiten und
dabei Uber 200.000 Sequenzierreads mit einem Output von 100 MB in einem

ca. 7-stundigen Sequenzierlauf genieren (84).
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Mit Einfuhrung des Roche/454 GS FLX Titanium Systems 4 Jahre spater wurde
die Leseweite der Sequenzen auf bis zu 700 bp erweitert. Dabei konnten
innerhalb eines ganztatigen Sequenzierlaufs etwa 1 Million Sequenzierreads
mit einer Genauigkeit von bis zu 99,9% generiert werden. Die entsprechende
Datenmenge betrug etwa 0,7 GB (88).

Der Vorteil der Entschlisselung langer Sequenzen von bis zu 700 bp
kombiniert mit der Schnelligkeit der Durchfiihrung begriindeten zunachst die
Etablierung der Roche/454-Pyrosequenzierung zur Analyse des oralen
Mikrobioms stammzelltransplantierter padiatrischer Patienten in diesem
Studiendesign.

Zu diesem Zeitpunkt konnten mit dem neu auf den Markt eingefihrten Solexa
Genome Analyzer (spater Ubernahme durch lllumina Inc.) zunéchst nur etwa
32-40 bp mit einer Datenmenge von 1300 MB innerhalb von 7 Tagen generiert
werden (88). Mit der weiteren Optimierung stand dann in Form der lllumina
HiSeq 2500-Plattform eine Methode zur Verfligung, die bis zu 100 paired end
reads analysieren kann. Dabei werden bis zu 600 GB Daten generiert.

Zum Zeitpunkt des Studienbeginns Uberzeugten die Lesereichweite von bis zu
700 bp sowie die schnelle Durchfuhrbarkeit der Roche/454-Sequenzierung.
Dem gegenuber stehen jedoch relativ hohe Kosten und der verhaltnismafig
geringe Datenumsatz des Systems. Aufgrund dessen wurde im Laufe der
Studie auf die innovativere lllumina HiSeq 2500-Technologie umgestellt.
Inzwischen existieren dartber hinaus — aufgrund der groReren generierten
Datensatze — die 3fache Anzahl an lllumina-spezifischen Sequenzen im

Vergleich zu Roche/454-spezifische Sequenzen (89).
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4.2 Entwicklung des Mikrobioms bei Kindern

Mikrobiom von Mundhdhle und GIT entwickeln sich nicht — wie initial
angenommen — von annahernder Sterilitdt mit der Geburt zu den am starksten
kolonisierten Habitaten des menschlichen Organismus (90), sondern scheinen
auch durch das maternale intrauterine und plazentare Mikrobiom beeinflusst zu
sein (91, 92). So konnte auch bei gesunden Neonaten gezeigt werden, dass
Mekonium als erste Stuhlentleerung bereits Mikrobiota enthalt und
entscheidend an dem Ursprung der gastrointestinalen Flora beteiligt ist (93).
Weiter vorangetrieben und beeinflusst wird dieser Aufbau beispielsweise auch
durch den Geburtsmodus in Form der vaginalen Entbindung und die Zufuhr
maternaler Brustmilch (94, 95).

Innerhalb der ersten 3 Lebensjahre ist das mikrobielle Profil dabei starken
Fluktuationen unterlegen und weist eine grolRe interindividuelle Variabilitat auf.
So zeigten Untersuchungen der mikrobiellen Zusammensetzung von
Stuhlproben eine groBe Ahnlichkeit zur vaginalen und Brustmilch-Flora und
unterstrichen den grof3en Einfluss der individuellen Umweltexposition auf die
Entwicklung eines speziellen Mikrobioms. Haufiger Hautkontakt mit der
maternalen Brust bei der Fuatterung, Erndhrungsaufbau, Krankheitsepisoden
und haufiges Erkunden der Umgebung mit den Handen und Heranflihren von
Objekten an den Mund formen das orale Mikrobiom. Den bedeutenden Einfluss
der Umwelt zeigte darliber hinaus auch die groRe Ubereinstimmung des
Mikrobioms bei zweieiigen Zwillingen (96, 97).

Koenig et al. postulierten ebenso wie Yatsunenko et al., dass im Alter von 2,5
bis 3 Jahren das gastrointestinale Mikrobiom funktionell annahernd dem des
Erwachsenen entspricht (97, 98). Eine vergleichbare Kinetik ist auch fur das
orale Mikrobiom denkbar. Bei der Bewertung der Analysen der Patienten muss
dies nur marginal berlcksichtigen werden, da UKD1 zum Zeitpunkt der
alloHSZT 2 Jahre und 9 Monate alt war und Patient UKD2 bereits 19 Jahre und
7 Monate. Somit waren bei beiden Patienten mdgliche physiologische

Entwicklungen wahrscheinlich nahezu oder komplett abgeschlossen.
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4.3 Das physiologische Mikrobiom der Zunge beim
Erwachsenen

Verschiedene Studien haben die physiologische Zusammensetzung des oralen
Mikrobioms untersucht. Die Mundhdhle stellt dabei kein homogenes Milieu dar,
sondern formt durch die heterogene Beschaffenheit der Oberflachen
verschiedenste Habitate mit ebenso variierender mikrobieller Kolonisation (19,
99).

Mager et al. untersuchten bei 225 gesunden Probanden Weichgewebe-
Abstriche von insgesamt 8 verschiedenen Lokalisationen innerhalb der
Mundhdhle sowie Speichelproben. Diese wurden mittels Schachbrett-DNS-
DNS-Hybridisierung auf 40 Test-Spezies untersucht. Dabei zeigte sich, dass
die Abstrichorte Zungenricken, Zungenrand und Speichel eine Gruppe mit
vergleichbarem mikrobiellen Profil bilden. So waren insbesondere gramnegative
Spezies wie Veillonella parvula und Prevotella, aber auch Capnocytophaga
gingivalis, Eikenella corrodens, Neisseria mucosa, Actinomyces odontolyticus,
Fusobacterium periodonticum, Fusobacterium nucleatum vincentii und
Porphyromonas gingivalis gehauft vertreten. Dahingegen lieRen sich
verschiedene Streptokokken-Spezies sowie Gemella morbillorum innerhalb
einer zweiten Habitatgruppe — bestehend aus Weichgewebe-Entnahmeorten
wie Wangenschleimhaut und Gingiva — in hoherer Pravalenz detektieren (40).
Kazor et al. haben das mikrobielle Spektrum des Zungenrickens gesunder
Spender mit dem von Probanden, die unter Halitosis litten, verglichen. Bei
ersteren bildeten dabei Streptococcus salivarius und Rothia mucilaginosa den
Groldteil des bakteriellen Spektrums (100). Neben Streptococcus salivarius
wiesen Riggio et al. auf dem Zungenrucken gesunder Probanden weiterhin
Lysobacter-typische Spezies, Veillonella dispar, Actinomyces odontolyticus,
Atopobium parvulum und Veillonella atypica nach (101). Daruber hinaus
untersuchten Aas et al. die gesamte Bandbreite der oralen Mikroflora gesunder
Probanden. Dabei entdeckten sie Uber 700 verschiedene Spezies bzw.
Phylotypen, z.T. an spezifischen Lokalisationen innerhalb der Mundhoéhle. Bei 5
gesunden Probanden wurden zwischen 8 und 20 pradominierende Spezies im
Abstrich des lateralen Zungenrandes detektiert, darunter verschiedene Spezies

Streptococcus, Granulicatella und Veillonella (42).
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Im Mikrobiom des gesunden Donors von Patient UKD1 wurde mittels
Roche/454-Pyrosequenzierung nach Analyse der V1/2-Region mit 48,3%
hauptsachlich  Streptococcus, gefolgt von 20,7% Rothia und 17,2%
Granulicatella nachgewiesen. Weiterhin wurden 6,9% Haemophilus und je 3,4%
Veillonella und Neisseria analysiert. Ein Vorherrschen der grampositiven
Gattungen Streptococcus und Rothia zeichnete sich auch in den
Untersuchungen von Kazor und Mitarbeitern als Hauptvertreter des
Zungenrucken-Mikrobioms ab (100). Dahingegen differieren diese Ergebnisse
zu der Analyse von Mager et al., der hauptsachlich gramnegative Spezies als
Zungenoberflachenmikrobiom beschrieb und die Dominanz grampositiver
Gattungen wie Streptococcus anderen intraoralen Habitaten zuwies (40, 100).
Nach Illumina HiSeq 2500-Sequenzierung der V6/7-Region der selben
Ausgangsprobe zeigt sich beim Donor von Patient UKD1 eine Verteilung von
33,2% Haemophilus, 21,8% Streptococcus, 10,5% Granulicatella, 8,9%
Gemella, 6,6% Porphyromonas, 4,3% Prevotella sowie in geringen Anteilen
Fusobacterium und Enterococcus. Insbesondere die Dominanz von
Haemophilus sowie der deutlich geringere Anteil an Streptococcus in diesem
Nachweisverfahren sind hierbei hervorzuheben.

Die Analyse der V6/7-Region zeigt bei dem gesunden Donor von Patient UKD2
analog zum Donor von Patient UKD1 in der lllumina HiSeq 2500-
Sequenzierung ebenfalls mit 42,9% eine deutliche Dominanz der Gattung
Haemophilus, gefolgt von 25,6% Streptococcus. Neben den zuvor genannten
ist auch die Gattung Haemophilus als physiologischer Bestandteil des
gesunden oralen Mikrobioms beschrieben (102). Daruber hinaus analysierten
Zaura et al. vor allem auch Rothia sowie Granulicatella, Veillonella und
Neisseria als physiologische Bestandteile des oralen Mikrobioms in
Zungenabstrichen (103). Fur Haemophilus als dominierende Gattung in
Analysen des gesunden Mikrobioms der Zungenoberflache finden sich jedoch
in der aktuellen Literatur keine Daten. In Zusammenschau der zugrunde
liegenden Analysen des oralen Mikrobioms der Zungenrandabstriche sind alle
bei den Donoren nachgewiesenen Gattungen Teil des schon in der Literatur
vorbeschriebenen, gesunden oralen Mikrobioms der Zungenoberflache (40,
101, 103, 104).
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4.4 Vergleich der unterschiedlichen
Sequenziermethoden

Die Anwendung beider Sequenzierverfahren an 5 identischen Ausgangsproben
— 4 Verlaufsproben von UKD1 und die entsprechende Donorprobe — ermdglicht
einen ersten Vergleich der Ergebnisse bezuglich der Zusammensetzung des
oralen Mikrobioms des Zungenrandes. Auffallig waren neben vergleichbaren
Ergebnissen auch teils deutliche Unterschiede im Nachweis einzelner
Gattungen sowohl bezlglich des generellen Vorkommens als auch der
prozentualen  Haufigkeit. So war  z.B. im  Ubereinstimmenden
Beobachtungszeitraum der Patientenprobe bis 120 Tage nach alloHSZT
Ubereinstimmend eine zunehmende Anzahl detektierter Gattungen mit
Haufigkeit >1% bis zu maximal 10 an Tag 120 nachzuweisen. Der Vergleich der
gesunden Spenderprobe differiert allerdings bzgl. der Haufigkeit detektierter
Gattungen >1% zwischen 6 und 9 in Abhangigkeit des Nachweisverfahrens,
wobei generell mittels lllumina-Plattform eine groRere Anzahl an Gattungen —
z.T. auch nur mit marginalem Vorkommen — nachgewiesen werden konnte.
Bezlglich einzelner Gattungen konnte Rothia in 4 von 5 Proben unter
Anwendung der Roche/454-Sequenzierung in einer Haufigkeit deutlich >1%
nachgewiesen werden, jedoch in keiner der Proben >1% Haufigkeit mittels
lllumina-Methode. Auch die Gattung Neisseria liel3 sich in einer Probe mit
einem Anteil von 55,6% mittels Roche/454-Plattform vs. 0,1% mittels der
lllumina-Plattform darstellen. Haemophilus und auch Campylobacter lassen
sich dagegen mittels lllumina-Methode mit groRerer Haufigkeit nachweisen als
mit der Roche/454-Methode, ebenso Halomonas, Shewanella und
Enterococcus. Vergleichbare Haufigkeiten nach Anwendung beider Verfahren
lassen sich bei den Gattungen Staphylococcus und Veillonellae darstellen.
Mehrere methodische Variablen konnen hierbei Erklarungsansatze liefern.
Probenentnahme, Lagerung und DNS-Extraktion bilden die gemeinsame
Grundlage beider Sequenzieransatze und kénnen zwar Fehlerquellen fur die
Analyseergebnisse darstellen, erklaren aber nicht die unterschiedlichen
Ergebnisse nach Anwendung beider Sequenziermethoden.

Eine ungleiche Aufteilung der extrahierten DNS im Vorfeld der Amplifikation in

verschiedene Aliquots kann ein erster moglicher Ansatzpunkt sein. Als ein
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wesentlicher Unterschied im Ansatz beider Methoden ist zu beachten, dass die
in dieser Studie eingesetzte Roche/454-Methode auf der Sequenzierung der
V1/2-Region und die lllumina-Plattform auf der Sequenzierung der V6/7-Region
der 16S rRNS basieren. Neben der anschlieBenden Amplifikation
unterschiedlicher Bereiche der variablen 16S rRNS-Regionen mit entsprechend
lokusspezifischen Primern verlief die PCR auch unter abweichenden
Bedingungen.

Die initial bei der Roche/454-Sequenzierung verwendete Amplifikation der V1/2-
Region wurde durch die Jumpstart Consortium Human Microbiome Project Data
Generation Working Group zusammen mit der V3-V5-Region als diejenige
Region beschrieben, die die hdchste Qualitat der generierten Daten ermdglicht
(105). Auch Sundquist et al. beschrieben flr kurze Fragmente der V1/2-Region
die hochste Auflésung des mikrobiellen Spektrums (106). Untersuchungen von
D’Amore et al. verwiesen dagegen bei der Analyse unbekannter mikrobieller
Proben auf die Sequenzierung der V4-Region mittels Roche/454- oder lllumina
MiSeq-Plattform (107). Yang et al. konnten die hochste Sensitivitat
phylogenetischer Untersuchungen in der Analyse der V4/5/6-Region zeigen. In
dieser Studie wies die Analyse der V7-Region moderate Sensitivitat auf, und
entgegen vorher aufgeflhrter Literatur besitzt die V2-Region ebenso wie die
V8-Region eine niedrige Auflosung fur phylogenetische Untersuchungen (108).
Hamady et al. postulierten, dass generell die Kombination variabler und
konservierter Regionen am besten dazu geeignet ist, phylogenetische Analysen
durchzufuhren (33). Wang et al. zeigten in ihrem Studiendesign bei der
Sequenzierung der V2- und V4-Region mittels Pyrosequenzierung die
niedrigsten und fur die V6-Region die hochsten Fehlerraten (109). Es kann in
Zusammenschau der aktuellen Literatur also keine eindeutige Aussage
getroffen werden, welche variable Region der mikrobiellen 16S rRNS die beste
Grundlage fur phylogenetische Untersuchungen bietet, wobei sich inzwischen
Vorteile der V4-Region ableiten lassen.

Luo et al. analysierten identisches Probenausgangsmaterial einer
planktonischen Frischwasser-Prokaryotengemeinschaft mittels Roche/454 FLX
Titanium und lllumina Genome Analyzer Il. Dabei zeigte sich eine ca. 90%ige
Uberlappung der Basensequenzen trotz Unterschieden in Leseldange und

Protokoll. Damit bilanzieren die Autoren, dass beide
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Sequenzierungsplattformen die gleichen Fraktionen der Gesamtdiversitat der
Probe lieferten. Ein Erklarungsansatz fir die 10%ige Differenz der Sequenzen
sehen sie in der Mdglichkeit, dass die urspringliche DNS-Probe in 2
ungleichmafige Aliquots aufgeteilt wurde (89).

Sowohl die Wahl der zu amplifizierenden Region der 16S rRNS als auch das
entsprechende Primerdesign sind essentiell fir die Analyse mikrobieller
Gemeinschaften und erschweren den Vergleich zu vielen anderen
Studienergebnissen, da teils sehr diverse Methoden zum Einsatz kommen.
Einen weiteren wichtigen Aspekt bildet die Wahl der Sequenzierungsplattform.
Neben den bereits weiter oben aufgezeigten unterschiedlichen Grinden,
bedingt durch monetare und arbeitszeitliche Ressourcen sowie generierte
Datenmengen, kénnen bei beiden Methoden auch individuelle Fehlerarten
auftreten. So zeigte die Roche/454-Pyrosequenzierung eine hohe Fehlerrate
bei homopolymeren Regionen mit mehr als 2 identischen Basen -
insbesondere A- und T-reiche Homopolymere. Daraus entstand wahrend der
Pyrosequenzierung eine akkumulierte Lichtintensitatsvarianz (110, 111).
Dagegen zeigte die lllumina-Plattform hohere Fehlerraten hinsichtlich repetitiver
Sequenzen und Palindrome (89).

Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es keine endgultige Empfehlung, welche
variablen Regionen der mikrobiellen 16S rRNS am besten zur taxonomischen
Untersuchung und Diversitatenanalyse geeignet sind. Die Auswahl der Region
und auch der Sequenzierungsplattform muss in Zusammenschau mit der zu

untersuchenden Fragestellung getroffen werden (107).
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4.5 latrogene Storungen des oralen Mikrobioms

Neben der Etablierung der Techniken, fir die im Vergleich die Roche/454- und
die lllumina-Methoden bei identischen Ausgangsproben eingesetzt wurden, war
es ein weiteres Ziel dieser Arbeit, einen ersten Uberblick tber die Entwicklung
des oralen Mikrobioms des Zungenrandes bei stammzelltransplantierten
Patienten zu erlangen. Dafir wurde in Verlaufsproben der Einfluss von
Konditionierung, anschlieRender alloHSZT und supportiver antiinfektiver und
immunsupprimierender Therapie analysiert.

Der erste Datensatz wurde von Verlaufsproben des Patienten UKD1 und der
dazugehdrigen Probe des Spenders mittels Roche/454-Sequenzierung
erhoben. Es erfolgte zunachst eine Probenentnahme unmittelbar vor Einleitung
des Konditionierungsregimes und alloHSZT. Dabei wurden insgesamt nur 4
Gattungen mit einer Haufigkeit >1% detektiert: 80,0% Streptococcus, 13,2%
Rothia, 2,4% Actinomyces und 2,9% Pseudomonas. Das Verteilungsmuster
zeigt hierbei mit 95,6% eine deutliche Dominanz der grampositiven
Bakteriengattungen. Im Vorfeld war aufgrund einer gramnegativen Sepsis eine
breite antibiotische Therapie mit mehrfacher zielgerichteter Eskalation
erforderlich. Bezuglich der Probenentnahmebedingungen vor alloHSZT ist
ferner festzuhalten, dass diese eingeschrankte mikrobielle Diversitat in den
Abstrichen zudem auch auf die initiale Chemotherapie mit Remission und
anschlieBendem Knochenmark-Rezidiv zurtckgefuhrt werden kann.

Die 35 Tage nach alloHSZT entnommene Abstrichprobe setzt sich zu 55,6%
aus Proteobacteria und 44,4% Firmicutes zusammen. Hierbei prasentiert sich
eine starke Dezimierung des Firmicutes-Anteils um 36,6% bei gleichzeitig
deutlichem Anstieg der Proteobacteriae um 52,7%. Auf Gattungsebene
herrschen die gramnegativen Diplokokken Neisseriae mit 55,6% vor. Daneben
ist zu diesem Zeitpunkt transient die Gattung Gemella mit 22,5%
nachzuweisen, die vor alloHSZT nicht und 61 Tage danach nur noch mit 1,5%
nachzuweisen war. Alle zuvor genannten Gattungen sind als Teil der
physiologischen Mundflora beschrieben (19, 87). Zuletzt finden sich zu gleichen
Anteilen mit jeweils 11,1% die sowohl als physiologische Kommensalen der
Mundhdhle als auch als Pathogene beschriebenen Gattungen Staphylococcus

und Streptococcus.

66



Im Zeitintervall zwischen den beiden Abstrichproben vor und 35 Tage nach
alloHSZT erfolgte bei Patient UKD1 die Konditionierung mit Busulfan,
Cyclophosphamid sowie Melphalan. Nach alloHSZT bekam der Patient zudem
eine GvHD-Prophylaxe mit Ciclosporin A, Methotrexat sowie Metronidazol.
Ciclosporin A wurde hierbei spiegeladaptiert bis zur vollstandigen
immunologischen Rekonstitution weiterverabreicht. Ebenfalls in diesem
Zeitraum begonnen und auch bis zur kompletten immunologischen
Rekonstitution weitergefiihrt wurde die antimikrobielle sowie antivirale
Prophylaxe mittels Cotrimoxazol, Voriconazol und Aciclovir. Weiterhin ist zu
beachten, dass erst ab Tag 20 nach alloHSZT der orale Kostaufbau begonnen
wurde.

Einige Studien haben sich mit dem Einfluss von Chemotherapien und
Konditionierungsregimen auf die Zusammensetzung des gastrointestinalen
Mikrobioms beschaftigt. Montassier et al. zeigten hierbei nach Chemotherapie
eine Verschiebung der mikrobiellen Zusammensetzung hin zu Proteobacteriae,
insbesondere Escherichia-Spezies, sowie eine Reduktion der Firmicutes,
insbesondere Blautia-Spezies (112). Auch in der vorliegenden Studie zeigte
sich auf Phylumebene in der 35 Tage nach alloHSZT enthommenen Probe ein
vergleichbares Bild. Allerdings waren die auch sonst im GIT fakultativ
pathogenen Escherichia in der Mundhohle nicht zu erwarten. Stattdessen liegt
eine Dominanz der Neisseriae ohne weitere Spezieszuordnung vor.

Weiterhin ist eine Verminderung der Clostridien Xl/NVa und Bifidobacteria
gepaart mit einer Vermehrung der Gattung Enterococcus wahrend Hoch-Dosis-
Chemotherapie und prophylaktischer systemischer Antibiotikatherapie
beschrieben (75, 112, 113).

Auffallend ist die Verdopplung der Anzahl der detektierten Gattungen >1%
Haufigkeit von 4 in den beiden vorangegangenen Proben auf 8 am Tag 61 nach
alloHSZT. Die Dominanz der Firmicutes ist auf einen erneuten Anstieg des
Streptococcus-Anteils mit 41,9% und der erstmaligen Detektion von
Granulicatella und Veillonella-Kokken mit 29,2% bzw. 15,2% zurlckzuflhren.
Daneben lassen sich in geringem Mall auch Rothia, Campylobacter,
Actinomyces sowie Gemella nachweisen. Es kann festgehalten werden, dass
alle zuvor genannten Gattungen physiologische Bestandteile des oralen

Mikrobioms sind. Veillonella ist zugleich ein potentieller Erreger von Infektionen
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im Mund-Kiefer-Bereich (114), fur die es jedoch klinisch keine Anzeichen bei
dem Patienten gab. 120 Tage nach alloHSZT beinhaltet die Analyse auf
Gattungsebene mit 11 detektierten Gattungen >1% Haufigkeit die groite Vielfalt
innerhalb der betrachteten Zeitreihe.

Montassier et al. beschrieben bei Patienten unter Chemotherapie eine
Abnahme der Alpha-Diversitat (112). Biagi et al. konnten in einer longitudinalen
Studie padiatrischer Patienten unter hamatologischer Stammzelltransplantation
bereits nach 2 Monaten eine Rekonstitution des gastrointestinalen Mikrobioms
hinsichtlich urspringlicher Diversitat und metabolischer Kapazitat feststellen
(113). Auch in dieser Studie konnte in den Proben vor alloHSZT ein schmales
Spektrum an detektierten Mikroben und ein langsamer Aufbau im zeitlichen
Verlauf mit dem zu erwartenden Maximum am letzten Probenentnahmetag 120
Tage nach alloHSZT beobachtet werden.

Dieser Verlust der Diversitat des gastrointestinalen  mikrobiellen
Spektrums, haufig verbunden mit der oben beschriebenen Expansion einzelner
Spezies wie Enterococcus, Streptococcus und verschiedenen Proteobacteria,
wurde auch durch Taur et al. gezeigt (115). Dieser kann nach Ubeda et al. einer
systemischen Infektion gleicher Spezies mit positivem Nachweis in Blutkulturen
vorangehen (116). Taur et al. zeigten weiterhin, dass eine antimikrobielle
Prophylaxe mit Metronidazol — welche auch bei beiden Patienten der
vorliegenden Studie durchgefuhrt wurde — zu einem dreifach erhdhten Risiko
einer Dominanz der Enterokokken flhrte, welche wiederum ein neunfach
hoheres Risiko fur eine Vancomycin-resistente Enterokokken-Sepsis bedeutete.
Analog dazu fuhrte die antimikrobielle Prophylaxe mit Fluorchinolonen zu einer
zehnfach geringeren Wahrscheinlichkeit fur die Dominanz von Proteobacteria
mit einem dementsprechend geringeren Risiko fur eine gramnegative Sepsis.
Auf  diesen  pathophysiologischen = Annahmen  aufbauend  konnten
Veranderungen der Zusammensetzung des gastrointestinalen — und eventuell
auch oralen — Mikrobioms als Pradiktor flr eine neutropenische Sepsis als eine
modgliche Komplikation der HSZT-Therapie dienen (60, 115).

Im Vergleich wurden zuvor beschriebene Verlaufsproben des Patienten UKD1
sowie auch die Verlaufsproben von Patient UKD2 mittels lllumina HiSeq 2500-

Plattform untersucht. Mittels dieser Methodik lieRen sich zum unmittelbaren
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Zeitpunkt vor alloHSZT und nach Chemo- und Antibiotikatherapie sowohl bei
Patient UKD1 — analog zur Roche/454-Methode — wie auch bei Patient UKD2
4 Gattungen >1% Haufigkeit detektieren. Diese verhaltnismaRig geringere
Vielfalt — insbesondere auch im Vergleich zur parallel entnommenen
Spenderprobe — wurde bereits von Montassier et al. mit einem Verlust der
Alpha-Diversitat nach KMT beschrieben (62).

Im zeitlichen Verlauf wurde bei Patient UKD1 zum Zeitpunkt 120 Tage nach
alloHSZT mit 10 Gattungen >1% Haufigkeit das breiteste Spektrum detektiert
und im weiteren Verlauf bis einschlieRlich Tag 408 auch zwischen 7 und 10
Gattungen. Bei Patient UKD2 entwickelte sich ebenfalls ausgehend von 4
Gattungen >1% Haufigkeit vor alloHSZT eine stetige Zunahme im zeitlichen
Verlauf mit einem Maximum von 10 detektierten Gattungen >1% Haufigkeit zum
letzten Probenentnahmezeitpunkt 90 Tage nach alloHSZT.

Von Patient UKD2 wurde zusatzlich eine Probe am Tag 0 unmittelbar vor
alloHSZT nach Konditionierung sowie unter Metronidazol-, Cotrimoxazol- und
Teicoplanin-Medikation gewonnen. In dieser Probe zeigte sich eine starke
Dominanz der den Firmicutes zugeordneten Gattungen Staphylokokken und
Streptokokken. Im Vergleich dazu dominieren in der Probe vor Konditionierung
die zu den Proteobacteria zahlenden Gattungen Shewanella und Halomonas.
Taur et al. zeigten ebenfalls wie Montassier et al. eine Stérung der
gastrointestinalen mikrobiellen Vielfalt und Stabilitat wahrend alloHSZT (55, 62).
Dabei beschrieben Taur et al. einen Zusammenhang zwischen der
Metronidazol-Gabe und der Zunahme der Proteobacteria — insbesondere
Enterokokken im GIT — welche wiederum mit erhdhter Morbiditat und Mortalitat
einherging. Ebenso wurde die prophylaktische Gabe von Ciprofloxacin mit einer
deutlichen Reduktion der Dominanz von Proteobacteria in Verbindung
gebracht. Weiterhin waren Streptokokken neben Enterokokken auch als sog.
~-Expander” bei der Abnahme der mikrobiellen Vielfalt beschrieben (60).

In der Literatur gibt es Hinweise, dass Anderungen im Mikrobiom mit typischen
Komplikationen nach alloHSZT verbunden sind. So zeigten Ames et al. bei

Patienten mit respiratorischen Komplikationen nach KMT vermehrt die Gattung
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Campylobacter und eine Reduktion der Gattung Streptococcus, insbesondere
der Spezies Streptococcus oralis (117).

Dieser Zusammenhang liel} sich in den untersuchten Verlaufsproben nicht
darstellen, obgleich beide Patienten in der Phase der Aplasie eine Pneumonie
ohne Erregernachweis entwickelten. Bei Patient UKD2 wurden zudem
pulmonale Rundherde diagnostiziert. Bei Patient UKD1 lasst sich in der Analyse
der lllumina HiSeq 2500-Sequenzierung bezuglich der Haufigkeit der Gattung
Streptococcus eine Reduktion von 57,9% vor alloHSZT auf 24,5% an Tag 30
zeigen. Dahingegen lasst sich die Gattung Campylobacter im Zeitraum der
Aplasie — reprasentiert mit der Probenentnahme an Tag 30 nach alloHSZT -
nicht nachweisen. Im weiteren Verlauf Iasst sich ab Tag 61 nach alloHSZT eine
Haufigkeit der Gattung Campylobacter mit 13,0% zeigen, die nochmals an Tag
153 nach alloHSZT mit 17,0% auftritt. Dagegen zeigt die mikrobielle
Komposition des lateralen Zungenrandes bei Patient UKD2 im Verlauf eine
Erhéhung der Gattung Streptococcus wahrend der Phase der Aplasie von initial
2,0% vor alloHSZT auf 35,9% 27 Tage nach alloHSZT. Im weiteren Verlauf
fluktuiert das Vorkommen der Gattung Streptococcus weiterhin mit einer
Haufigkeit von 56,2% an Tag 59 nach alloHSZT sowie von 17,3% an Tag 90
nach alloHSZT.

Ye et al. verglichen die Diversitat des oralen Mikrobioms padiatrischer
Patienten unter Chemotherapie hinsichtlich der Entwicklung einer oralen
Mukositis. Dabei zeigte sich, dass eine hohere mikrobielle Diversitat und
interindividuelle Variabilitat zum Diagnosezeitpunkt bei Patienten vorlag, die
eine Mukositis entwickelten. Weiterhin zeigte sich das orale Mikrobiom ebenso
bei Erstdiagnose der malignen Grunderkrankung als heterogener und diverser
im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne systemische Erkrankung (118). In
kunftigen Studien sollte zur weiteren Erhebung der Metadaten eine Erfassung
des Diagnosezeitpunktes und der Lokalisation der Mukositis erfolgen, um bei
kinftigen Auswertungen der Sequenzierungsergebnisse auch diesen
Zusammenhang zu untersuchen. Bei Patient UKD1 tritt im klinischen Verlauf
eine Mukositis — nach World Health Organisation (WHO) Grad |V klassifiziert —
auf. Darlber hinaus kann eine veranderte Zusammensetzung des oralen
Mikrobioms auch einen vielversprechenden Ansatz als prognostischer Marker

fur die Entwicklung einer GvHD darstellen. Die GvHD stellt einen bedeutenden
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Einflussfaktor fur die Morbiditat und Mortalitat unter alloHSZT dar. So sind bis
zu 25% der Patienten, die eine alloHSZT erhalten, von der akuten und bis zu
43% von der chronischen Verlaufsform betroffen. Letztere stellt dabei den
zweithaufigsten Mortalitdtsgrund dar (119). Golob et al. konnten anhand von
Risiko fir eine akute GvHD einhergeht. Dartiber hinaus bestand eine hdhere
Korrelation zwischen dem Auftreten dieser Komplikation und dem Nachweis
oraler Actinobacteriae und Firmicutes (120). Weitere Studien konnten einen
Zusammenhang zwischen Antibiotika-Gaben und einer erhéhten Mortalitat
durch GvHD zeigen (75, 121).

Die Patienten UKD1 und UKD2 haben keine GvHD entwickelt. In weiteren
Studien kénnten mogliche Zusammenhange zwischen dem Auftreten einer
GvHD und Veranderungen des oralen Mikrobioms des lateralen Zungenrandes
analysiert werden.

Die Auspragung der mikrobiellen, gastrointestinalen Diversitat im Zeitraum des
engraftments korrelierte nach Taur et al. mit der Sterblichkeitsrate: Eine geringe
Diversitat ging mit einer Erhdhung der Mortalitat von 8% auf 52% einher (115).
Damit konnte die Diversitatenanalyse zuklnftig als ein prognostischer Marker
fir das Uberleben nach alloHSZT fungieren. Darliber hinaus kénnten kosten-
und zeitgunstigere Nachweisverfahren fur Stoffwechselprodukte von
Bakterienspezies, die mit einer hdheren Uberlebensrate assoziiert sind,
etabliert werden, um &ahnliche prognostisch relevante Aussagen treffen zu

konnen.
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4.6 Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Rahmen dieser Dissertation wurde unter Nutzung der Roche/454- und
lllumina-Sequenziermethode das orale Mikrobiom des lateralen Zungenrandes
zweier stammzelltransplantierter Patienten im Verlauf sowie von deren
Spendern charakterisiert.

Die im Spendermikrobiom nachgewiesenen Gattungen entsprachen der
physiologischen Komposition des oralen Mikrobioms der Zunge gesunder
Probanden.

Die Ergebnisse der Verlaufsuntersuchungen der beiden
stammzelltransplantierten Patienten unterstlitzen vorangegangene Studien, die
eine Regeneration des zuvor im Rahmen der Chemotherapie und
Konditionierung reduzierten Mikrobioms zeigten.

Hinsichtlich des Vergleichs beider Sequenziermethoden differieren die
Ergebnisse zu Vorkommen und Haufigkeit einzelner Gattungen in der selben
Ausgangsprobe. Neben der Sequenziermethodik kann die Auswahl der
variablen 16S rRNS-Region die Analyse des Mikrobioms beeinflussen. Diese
Ergebnisse sollten anhand grolRerer Patientenkohorten unter Nutzung
spezifischer bioinformatischer Diversitats- und cluster-Analysen validiert
werden.

DarlUber hinaus konnte kunftige Forschung der genaueren Analyse zu Muster
und Kinetik der Entwicklung des oralen Mikrobioms des lateralen Zungenrandes
unter alloHSZT dienen. Des Weiteren konnten Ruckschlisse aus
entsprechenden Veranderungen bezuglich typischer Komplikationen wie
Sepsis, GvHD, Mukositis und AbstoRung gezogen werden. Damit konnte die
mikrobielle Komposition sowohl als diagnostischer sowie prognostischer Marker

fur potentielle Komplikationen herangezogen werden.
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Anhang |

Metadaten des Patienten UKD1

Geschlecht Patient UKD1

Alter Patienten bei alloHSZT

Geschlecht Donor
Alter Donors bei alloHSZT

Grunderkrankung

Vorherige Therapie

Art der Transplantation

Konditionierungsregime

GvHD-Prophylaxe

Antibakterielle Therapie

Antivirale Therapie

Antimykotische Therapie

Immunglobulingabe

Spenderchimarismus

Engraftment

mannlich

2 Jahre und 9 Monate
mannlich

6 Jahre und 1 Monat

Myeloische Neoplasie mit Nachweis einer
Monosomie 7

Chemotherapie mit Cytarabin und 6-Mercaptopurin
sowie nach Blastenexzess Chemotherapie nach
AML-BFM 2004-Protokoll

Allogen-verwandte KMT vom HLA-identen (HLA-
Match: 10/10) und blutgruppenident. (A Rhesus
positiv) Spender

1. Busulfan [4 x 48 mg/kg] an Tag -8 bis -5

2. Cyclophosphamid [2 x 60 mg/kg] an Tag -3
bis -2

3. Melphalan [1 x 140 mg/mz] an Tag -1

Ciclosporin A ab Tag -1 [2 x 2,5 mg/kg/d]
ab Tag 0 [2 x 1,5 mg/kg/d]
ab Tag +5 spiegeladaptiert

Methotrexat an Tag +1, +3, +5 [10 mg/m?/d]

Prophylaxe mit Ciprofloxacin (Tag -8 bis +7),
Metronidazol (Tag -8 bis +40) und Cotrimoxazol
(vor alloHSZT bis mind. Tag +100)

Piperacillin und Tazobactam ab Tag +7 bis Tag
+14 sowie Eskalation mit Teicoplanin ab Tag +8
bis Tag +15 bei Pneumonie in Aplasie

Prophylaxe mit Aciclovir (Tag -8 bis mind. +100)
Prophylaxe mit Amphotericin B (vor alloHSZT)
Prophylaxe mit Fluconazol (Tag +1 bis +23)
Voriconazol (Tag +23 bis mindestens +100)

IgG 2x 10 gan Tag -4 und Tag -2

vollst. Spenderchimarismus im periph. Blut an Tag
+13

Neutrophil seit Tag + 14
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GvHD
Mukositis
Komplikationen der alloHSZT

Probenentnahmezeitpunkte

Grad 0 (Haut 0, Leber 0, Darm 0)

WHO Grad 4

Pneumonie in Aplasie ohne Erregernachweis
vor alloHSZT, Tag +35, Tag +61, Tag +90, Tag

+120, Tag +153, Tag +187, Tag +218 und
Tag +408

Metadaten des Patienten UKD2

Geschlecht Patient UKD2
Alter Patienten bei alloHSZT
Geschlecht Donor

Alter Donors bei alloHSZT
Grunderkrankung

Vorherige Therapie

Art der Transplantation

Konditionierungsregime

GvHD-Prophylaxe

weiblich

19 Jahre und 7 Monate

mannlich

27 Jahre und 2 Monate

AML M1 mit spatem isolierten KM-Rezidiv

Chemotherapie der Erstdiagnose AML M1 nach
AML-BFM 2004-Protokoll der
Standardrisikogruppe

Perkutane, fraktionierte Bestrahlung des
Ganzhirns bis 12 Gy

Chemotherapie des Rezidivs nach AML Relapse
2009-Protokoll

Allogen-verwandte KMT vom HLA-identen (HLA-
Match: 10/10) und blutgruppenident. (A Rhesus
positiv) Spender

1. Amsacrine  [100 mg/ m%d] an Tag -12 bis -9
2. Fludarabin  [30 mg/ m?d] an Tag -12 bis -9
3. Cytarabin  [2 mg/ m?%d] an Tag -12 bis -9

4. TBI [2x2 Gy]an Tag -5
5. Cyclophosphamid [4 mg/kg/d] an Tag -4 bis -3
6. ATG [10 mg/kg/d] an Tag -4 bis -2

Ciclosporin A ab Tag -1 [2 x 2,5 mg/kg/d]
ab Tag 0 [2 x 1,5 mg/kg/d]
ab Tag +5 spiegeladaptiert

MMF ab Tag 0 [2 x 15 mg/kg]
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Antibakterielle Therapie

Antivirale Therapie

Antimykotische Therapie

Immunglobulingabe

Spenderchimarismus

Engraftment
GvHD
Mukositis

Komplikationen der alloHSZT

Probenentnahmezeitpunkte

Prophylaxe mit Ciprofloxacin (Tag -13 bis -9),
Metronidazol (Tag -13 bis +30) sowie
Cotrimoxazol (Tag -13 bis Tag +208)

Piperacillin und Tazobactam ab Tag -9 bis Tag +6
sowie Eskalation mit Teicoplanin ab Tag -3 bis
Tag +6

Umstellung auf Meropenem ab Tag +6 bis +20
Erweiterung um Clindamycin ab Tag +8 bis +9 und
Eskalation auf Ceftazidim von Tag +9 bis Tag + 23

Prophylaxe mit Aciclovir von Tag -13 bis +7
Umstellung auf Foscavir von Tag +7 bis +14 bei
erhohter HHV6-Viruslast im peripheren Blut
Erneute Gabe von Aciclovir von Tag +14 bis +29
Valaciclovir von Tag +29 bis +208

Prophylaxe mit Caspofungin ab Tag -13 bis +29,
Erweiterung um Voriconazol bei disseminierter
Pneumonie mit mult. Rundherden von Tag +10 bis
+208

IgG 2 x 10 g an Tag -4 und Tag -2

vollstandiger Spenderchimarismus im peripheren
Blut ab Tag +15 und im KM ab Tag +27

Leukozytar und neutrophil an Tag + 17
Grad 0 (Haut O, Leber 0, Darm 0)
WHO Grad 0

Infektion in Aplasie ohne Erregernachweis

vor alloHSZT, Tag 0, Tag +27, Tag +59, Tag +90

86



L8

00
€0l
0’0
0'69
0’0
202

(%)

Jouoq

L0
G'e
vl
44
6'vL
6°L

(%)

pocl +

A0
L'e
0'0
£'88
€C
29

(%)

P19+
1ZSHol[e yoeu abe|

00
9'sS
00
vy
00

00

(%)

PS¢ +

00
6C
00
0'L8
00
L9l

(%)

lZSHoie

JOA

U euejoeg
e119}0B(q08}0.d
ele)oeqosn|
s8N0l
sejeplolsioeg
el18)0BqOUNOY

auagawn|Ayd Ine Bunjisus )\ 8yosiWoUoXe] $G/ayooy ||| bueyuy

wJio4 Jayosue|jagel ul buniaizuanbag-1G/eyo0y Jep assiugabig || Bueyuy



88

00
6'9
00
v'e
0’0
00
v'e
6’99
00
A4

(%)

Jouoq

A

A

z'e

00

vl

0C
0‘0c
L'0S
6'vL
6°L

(%)

pocl +

v'0
00
L'e
00
00
00
Z'sl
8'C.
€C
29

(%)

P19+
1ZSHol[e yoeu abe|

00
00
00
9'GS
00
00
00
vy
00
00

(%)

PS¢ +

00
6C
00
00
00
00
00
0'L8
00
L9l

(%)

lZSHoie

JOA

'U 8ssey|
elajoeqoajolidewwes)
eusjoeqosjolduo)isdy
elsjoegoajoidelag
elajoeqosn
1youjojedisAiz
elpuso|

oeq

elpiolajoeg
elI8)oBqoUNOY

auaqauasse[y| Jne bunjialia\ 8yosSIWOUOXe ] :HGH/aydoy ||| Bueyuy



68

0’0
0'0
6'9
00
v'e
00
00
v'e
G'G9
00
00
0’0
102

(%)

Jouoq

A
00
A
z'c
00
vl
0C
0‘0c
G'6v
90
6'vL
Gl
¥'9

(%)

pocl +

G'0
00
00
o'c
00
00
00
z'st
€L
Sl
€C
00
29

(%)

P19+
1ZSHol[e yoeu abe|

0'0
0’0
00
00
9'GS
00
00
00
Ll
€'ee
00
00
00

(%)

PS¢ +

00
6'C
00
00
00
00
00
00
G'08
S0
00
00
Lol

(%)

lZSHoie

JOA

'u BunupiQ
Sa|epeuowopnasd
so|e|jaina)sed
so|elajoeqojAdwe)
so|ellassIoN
so|elajoeqosn
sa|eyoujoladishig
$8|elplyso|n
so|e||1oeqojoe
ss|e||loeg
sa|eplolajoeg
S9|e19}oBqolI0D
so|ejaoAwounoy

auaqgasbunuplQ jne bunjieua\ ayosiwouoxe | :$G{/ayooy ||| Bueyuy



06

00
00
6'9
0'0
v'e
0'0
0'0
0’0
v'e
00
€'y
0’0
VA"
00
0’0
00
L0
0’0

(%)

Jouoq

9l
00
A
z'c
00
0t
v'0
0C
€'/l
Gl
L€
L0
9'/L
90
8'vlL
Gl
6l
Sy

(%)

pocl +

9'0
00
0'0
0'c
00
0'0
0'0
0'0
z'sl
00
6Ly
00
z'6c
Gl
€C
0’0
Gy
L'l

(%)

P19+
1ZSHol[e yoeu abe|

00
00
00
0'0
9'S
0'0
0'0
00
00
00
LLL
00
00
€'ee
00
00
00
00

(%)

PS¢ +

S0
6'C
00
0'0
00
00
00
00
00
00
0‘08
00
S0
S0
00
00
z'el
v'C

(%)

lZSHoie

JOA

U 9jwed
aeaoepeuoOWopnasd
aeaoe||ainajsed
aeoaoelajoeqojAdwe)
oeaoelIassiaN
aeaoe|youjo}da
9E80BII8}0BqOSN S
aeaoeyoljojadisAig
ELEERIETETOEYN
aeaoelidsouyoe]
29E80E20000}da))S
9ea0e||10Bq0}0E
aeaoels)oeqouIE)
aeaoe00020jAydels
aeaoe|[9j0Adld
9EB80B1I9}0BJOI0D
S9E82EI20204II\
aeaoejedAwounoy

auaqaualiwe jne Bun|ialia ayosIWoOUOXe | 1G/ayooy Al'l] Bueyuy



16

00 6l 9'0 0'0 G0 U bunjes
00 0'0 00 00 6'C seuowopnasd
6'9 z'o 0'0 0'0 0'0 snjiydowseH
00 z'e 0‘c 00 00 JepoeqojAdwen
v'e 00 0'0 9'GS 00 elLassIaN
00 80 00 00 00 elyoloyde]
0'0 ¥'0 0'0 0'0 00 wnusjoegqOSNS
00 0C 00 00 00 wnuejoeqolos
v'e z'L z'st 0'0 00 SIENIEN
0'0 1’0 0'0 0'0 0'0 esoeydsebaly
00 I 00 00 00 wnuejoequO
0'0 1’0 0'0 0'0 0'0 g||auoje)
£'gy L2'e 6Ly Ll 0'08 snoood0}dals
00 10 0'0 0'0 00 sn||1oeqojoen
z'LL 9Ll z'6e 0'0 G0 g||9jeodlnuelo
0'0 00 0'0 (9 G0 snoo0o0jAydels
0'0 00 G'l g'ce 0'0 SEER]
0'0 8yl z'c 0'0 00 g||ajonald
0'0 Gl 0'0 0'0 0'0 wnigodoyy
L0z 6°l Sy 0'0 z'el elyjoy
0‘0 'y Ll 0‘0 v'e saoAwounoy
(%) (%) (%) (%) (%)
p ozl + P19+ pGe+ 1ZSHolle
Jlouoq JOA

1ZSHolle ydseu abe)

auaqgasbunyes jne Bunjiaue\ ayosiwouoxe ] S/aydooy "A’|l bueyuy



6

0'GE 1'8¢ INZZ 675 eve erl 6'.¢ 89l 0Ly 20 B119)0B08]0ld
z'e 8l #'0 9'0 00 52 00 00 00 €0 Bl19}0BqOSN 4
€05 STy 9% 7oy €L 6'GS L'V 0'zL ‘85 ‘86 oo
0'0 7'l 0'0 10 0 00 00 00 €0 00 elejoeqoueA)
AN z'9l €T e 62 0'cz €0 VL €0 00 sejeploiejoeg
€0 10 0'0 9'0 10 ey 00 10 10 L0 BLI8JOBGOUNOY

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

P 80F + P8LZ + P 181 + P ESL + POzl + P 06 + P19+ pgE + 1ZSHolle

fouea 1ZSHole yoeu abe] o

auagawn|Ayd Jne Bunjiela ayosIWOUOXe] | gMN eulwn|y ‘11| Bueyuy

w04 Jayosue(jagel ul buniaizuanbag-eulwn||| Jap assiuqabig ||| bueyuy



€6

8've G'/¢ G'6e 6'SYy 8'9 'y L2 L'¢ G'ge 9'0 el1gjoeqosjoidewies
L'o 9'0 z'e L'8 G'/L Lol 0'0 o'clL 00 00 elisjoeqosjoiduolisdy
L'o 00 0’0 L'o 0’0 00 L0 L0 A4 00 elisjoeqosjoidelog
00 0'0 0'0 zo 0’0 00 L0 0'0 €0 0'0 elsjoeqosjoideydly
z'c 8'l v'0 9'0 00 G'C 0'0 0'0 0'0 €0 ellisioeqosn
00 Lo 0’0 0’0 0’0 G'L 0'0 0'0 00 0'0 Iyotjojadishig
0'9 6'cl 0‘oz 0'v2 G'oe 8'le 9'0 v'6l 9'0 Lo BIpISOID
4474 G's 9've r'ol 8'Ly 9'ze 6'0L 9'zs LAY €'86 loeg
0’0 vl 00 Lo ¥'0 00 0'0 00 €0 00 1sejdoiolyd
Lo vl Gl L'l €0 00 0'0 0'0 0'0 0'0 ellis}oeqone| 4
00 0’0 00 00 00 00 0'0 00 L0 00 elbeydoihD
Ll 8'vl 8’0 Ll 6T 6'CC €0 L zo 00 elploisioeqg
00 0’0 0’0 00 00 A% 0'0 0'0 00 0'0 Ell1810eqON0D
€0 00 00 9'0 Lo Lo 00 L0 L0 L0 Blsoeqounoy

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

P 80y + p8lLe + P L8 + P €Sl + pocl + P06 + P19+ PS¢ + 1ZSHoie
JouoQg 10A

1ZSHole yoeu abe|

auaqauasse[y| Jne bunjisliaA ayosiwouoxe] L gyMnN eulwnj|| 1|1l Bueyuy



v6

00
L0
v'ee
¥0
90
00
Z'o
L0
L0
00
00
z'e
0‘0
09
9've
G'6
(0]
00
L0
LLL
00
€0

(%)

Jouo(Q

00
00
€'9¢
L0
L0
00
€0
90
00
00
00
8l
L0
6'cl
9'9c
L
A
vl
vl
8'vl
00
00

(%)

P 80y +

0’0
00
z'ge
L0
(0]
L0
€0
z'e
00
0‘0
00
¥0
00
0‘0c
z'se
¥'9
00
00
Gl
80
00
00

(%)

p8lLe +

00
L0
6'6C
G'olL
90
00
8'y
L'8
00
(0]
L0
90
00
0've
6'6
¥'9
00
L0
Ll
L
00
90

(%)

P .81 +

00

00

00

9'y
0‘0

00

L'C
G'/L
00

00

00

0‘0

00
G'oe
9'9¢
L'g

00

¥'0

€0

ST

00

L0

(%)

P €SL +

00

00

0‘c

Gl

00

00

9'0

L'oL
0‘0

0'0

00

4

Gl
8'le
9'Le
6°0

00

00

00
6'ceC
4%

Lo

(%)

pocl +

1ZSHole yoeu abe|

)
00
L0
L'yl
0'0
0'0
v'el
00
0'0
L0
L0
00
00
8'0
8'0.L
00
L0
00
00
€0
00
00

(%)

P06 +

00
00
L0
v'e
00
0'0
A
o€l
0'0
L0
00
00
00
7’6l
Z'er
v'e
00
00
00
Ll
00
L0

(%)

P19+

20
2o
A
Lz
L0
00
L'GL
00
L0
0C
A
00
00
90
v'se
9'/L
8'vl
A
00
A
00
L0

(%)

P S€ +

00
00
00
v'0
0’0
0'0
2o
0'0
0’0
00
00
€0
00
L0
L'28
At
00
00
00
00
00
L0

(%)

lZSHole

JOA

se|epeuowoyjuex

se|epeuowopnasd
so|e||ana)sed

sa|els)oeqolalug
so|elaloBRqoIpIED
S9|epeUOWOoIB)Y
sojelsloeqojAdwen
SEEPERSEIN
sajellapjoyying
sslelqoziyy
salele1oeqosn
saleyoujojadisAig
$9eIpuIso|D
saje||loeqojoe]
soe|[awan)
sejej|ioeg
ejAydoydang
sa|elsoeqoAe| 4
sajeplolajoeqg
$9[elI8}0BqOLI0D
sa[eleoAwounoy

auagasbunupliQ jne Bunjisla\ 8yoSIWOUOXe | L gMN eutwn|i [11'111 Bueyuy



S6

70
9'0
00
z'0
10
(0]
00
00
z'0
6'C
00
6'S
00
00
10
8'ze
00
z'L
9'0L
00
G'6
(0]
00
L0
00
L0
ey
9'9
00
00
z'0
(0]

(%)

Jouo(Q

10
10
00
€0
9'0
00
00
00
Z'L
9'0
10
Gl
6°0
0l
70
€6l
00
L0
G‘9
00
20
00
10
a
00
€0
[
€Tl
00
00
00
00

(%)

P 80y +

JA)
10
10
€0
z'c
00
00
00
10
z'0
00
6'61L
00
00
00
L'/
00
9'0
6'6
00
¥'9
00
00
Gl
00
00
20
00
00
00
00
00

(%)

p8lLe +

G'olL
90
00
8'y
L8
00
Lo
L0
S0
L0
00

6'c€e
00
0‘0
00
9's
L0
L0
L'y
00
¥'9
00
00
L2
00
00
L'l
00
00
00
S0
L0

(%)

P .81 +

9y Gl
00 00
00 00
[ 9'0
G'/L Lol
00 00
00 00
00 00
00 8l
00 20
00 Gl
6'62 L'61
00 00
L0 Z'L
S0 80
1'st v'0z
00 L0
S0 €0
€0l 8'0L
00 00
L's 6°0
00 00
00 00
€0 00
00 00
00 z'0
Gz L'tz
00 00
00 00
00 4%
00 00
10 (0]
(%) (%)
P €SI+ PozZL +

1ZSHole yoeu abe|

L'yl
0'0
00
v'el
00
00
L0
00
00
0'0
00
v'0
Lo
L0
0'0
9'6¢
G'o
9'l
0'62
0’0
0’0
00
L0
0’0
00
0’0
A
00
L0
00
00
00

(%)

P06 +

v'e

0'0

00

Z'L
o€l
00

L0

00

00

00

0'0
€6l
00

00

0'0
o‘ee
00

Ll

L'GL
0'0

v'e

0’0

00

00

0’0

00
0'LL
00

00

00

00

10

(%)

P19+

122
Lo
00
L'GL
00
L0
0'c
10
00
00
00
L0
00
L0
€0
6'vC
0'0
0'0
v'0
0'0
9'/L
6'cl
6'0
00
L0
00
00
L0
10
00
00
00

(%)

P S€ +

¥0
00
00
z'0
00
00
00
00
€0
00
00
00
00
00
00
9'09
00
9'c
122
10
'L
00
00
00
00
00
00
00
00
00
€0
¥'0

(%)

1ZSHoie

AOA

aeaoepeuowoleH
aeaoelsoeqoIau]
aeaoelsoeqoIpIe)
aeaoe||auemays
aeaoelajoeqojAdwe)
oeaoelIassIiaN
aeaodepeuUOWEBWOD
2eaoeIqozIyYy
aeaoe|youjoyda
2aeaoelI8)0eqosn
aeaoeyoujoladisAig
aBaoe|[auo||Io A
9E89E22000UIWLNY
aeaoelidsouyoe]
2B908BIPUISO|D
2e80e00000}da))S
aeaoe||10eq0}0E
9B90822000J8}U]
aeaoelsoeqoUIE)
9E90B22000J8Y
aeaoe|[aWwan)
aeaoe00020jAydeys
9B80EB22000UB|d
oeaoe|I9}0eqone| 4
oeaoebeydojhn
[eeaoe||810AB1dEIEd]
aeaoe|[9}0Ad1d
aseaoepeuowoliydiod
aeaoeploia)oeq
9B90B1I9}0BJOI0D
9B82EBID0004II\
aeaoeedAwounoy

auaqaualjiwe jne Bunjialia ayosiWouoxe | L aMnN eulwn| Al'lll Bueyuy



96

00
00
L0
00
v'ee

vl
00
00
00
€'9¢

00
00
00
00
z'8e

L0

00

00

L0
6'6¢C

¥'0
00
00
00
00

00
00
00
00
0C

)
10
00
00
L0

00
00
00
00
10

A
2o
00
A
A

00
00
00
00
00

e
sesoepeuowoyueY
seaoepeuowopnasd
2B90E||oXBION
oeaoe|jainaised



L6

¥'0
Lo
z'o
Lo
Lo
00
00
00
4
6C
00
6'S
00
00
00
00
8'le
Lo
00
A
G'oL
00
00
6'8
Lo
(0]
€'y
9'9
00
00
4
Lo

(%)

Jouo(Q

90
00
€0
90
00
00
00
00
z'L
90
00
Gl
00
80
00
00
1'81
00
00
20
G9
00
00
9l
00
vl
LT
€L
00
00
00
00

(%)

P 80y +

90
0‘0
€0
z'e
0‘0
00
0‘0
0‘0
Lo
zo
00
6'61L
00
0‘0
00
00
291
(0]
00
90
6'6
L0
00
6°S
00
Gl
20
00
00
00
00
00

(%)

p8lLe +

L'6
0‘0
8'y
L8
0‘0
L0
0‘0
0‘0
G0
L0
0‘0
8'ce
Lo
0‘0
0‘0
0‘0
G's
0‘0
(0]
(0]
L'y
00
0‘0
€9
00
L'l
L
00
00
00
S0
L0

(%)

P .81 +

Sy Gl
00 00
L'e 9'0
G'/L L0l
00 00
00 00
00 00
00 00
00 8l
00 L0
00 Gl
6'6C 9'6l
00 00
00 00
00 L0
00 L0
9've L'6L
(0] L0
00 L0
G0 €0
€0l 8'0L
00 00
00 00
6'v 8’0
00 00
€0 00
4 L'ce
00 00
00 00
00 v
00 00
Lo Lo
(%) (%)
P €Sl + pocl +

1ZSHole yoeu abe|

6'cl
00
€cl
00
00
L0
0’0
00
00
00
00
¥'0
0’0
L0
00
00
L'ge
L0
S0
9'l
6°8C
L0
00
00
00
00
A
00
10
00
00
00

(%)

P06 +

v'e
00
Ll
o'cl
00
00
00
00
00
00
00
€6l
00
00
00
00
9'Le
L0
00
Ll
0'SlL
L0
00
z'c
00
00
0'LL
00
00
00
00
L0

(%)

P19+

g‘ce
00
L'GL
00
L0
Ll
S0
L0
00
00
00
(0]
00
00
00
00
9've
00
00
00
v'0
00
00
z'L
6'cl
00
00
L0
L0
00
00
00

(%)

P S€ +

¥'0
00
z'0
00
00
00
00
0'0
€0
00
0’0
00
00
00
00
00
6°LS
L0
00
9'c
v'ce
€0
L0
€0l
00
00
00
00
00
00
€0
¥'0

(%)

1ZSHoie

AOA

seuowoleH
e|jauebliopy
ejjauemays
J9y0eq0j|AdWE)
elassiaN
eled
Seuowewo)
XEIOAOPIOY
elyoLyoydan
wnuajoeqosn
elpio|ing
e||suoj|leA
Seuowous|as
wnuajoeqiiedse
wnuajoequO
wnosidoindg
sN20000}dalls
SN92020}0E"
sn||10eqojoE
SN22020.8)U]
e||9)edlnuels
wnuajoeqoule)
SN22020.18Y
EIEINETS)
snoo0o0jAyders
ebeydojfooude)
e||ajonald
seuowolAydiod
saplolajoeg
wnigodoyy
elyjoy
saoAwounoy

auagasbunnes jne Bunjiaua,\ ayosiwouoxe] L. aMN eulwny All] bueyuy



86

z'c L'y 9'l 8'l z'e g'e 6'l L) 1'T g'e U Bunyes
0'0 00 00 00 0'0 0'0 Lo 0'0 z'0 0'0 seuowoydoujouss
0'0 00 00 L0 0'0 0'0 0'0 0'0 0'0 00 e|joXelop
z'ee L'og L'ge L'6Z 0'0 0'C Lo Lo z'0 00 snjydowseH
10 L0 00 L0 0'0 0'0 0'0 0'0 0'0 00 J910eqEebaI66Y
10 L0 L0 L0 0'0 0'0 0'0 0'0 0'0 0'0 snjjioeqounoy



66

9'ey
€0
9'ey
00
vel
00

L'ey
¥'0
12§
00
6C
€0

(%)
P 06 +

8°L
00
G'Gg
00
8’y
6'l

(%)
P 65 +

€'ve
00
Lol
9'ce
¥'o
9'Le

(%)
p LT+

1ZSHoljle yseu abe]

G'9l
00
€'e8
00
L0
1’0

(%)
PO

2’09
00
v'6€
A
A
00

(%)

1ZSHolle

AOA

B11910B(08}0.d
eliayoeqosn4
Sa}NoIWLI 4
elsoeqouein
sa)aploialoeq
BII8]0BQOUNOY

auagawn|Ayd Jne bunjiaua ayosiwouoxe ] :zaMn eulwny| A1l Bueyuy



00T

z'ey
v'0
0'0
00
0's
9'ge
00
0’0
00
&4}
00
00

LTy
0L
00
00
6'vC
8'/c
00
€l
00
9'l
A
L0

(%)
P 06 +

€'y L've
v'e 00
0‘0 Lo
00 L0
€'se G'0
2'09 9'6
0‘0 g'ee
00 00
00 (0]
8'v €0
8l 00
00 9'Le
(%) (%)
P 6S + P Lz +

1ZSHole yoeu abe|

v'olL
0'0
0'0
00
v'0
6°C8
00
00
0’0
L0
00
10

(%)
PO

9'6S
00
70
A
Ll
z'ge
A
00
00
L0
00
00

(%)

1ZSHoie

JOA

elsjoeqosjoidewies)
eusjoeqosjolduo)isdy
elsjoeqosjoldelag
elieyoeqoajoldeyd|y
eIpLISoID

lloeg

ysejdoiojyn
e|l1s}oeqone|4
eibeydoifn
e|ploJejoeq
e|119)0Bqol0)

elI8)0BqoUNOY

auaqauasse[y| Jne bunjislia\ ayosiwouoxe | :zdyMn eulwn|j 1A’ Bueyuy



10T

00
00
00
0‘0
6Cv
00
L0
0'0
v'0
00
€0
0's
g'ee
LS
0’0
0’0
00
00
&4}
00
00

(%)

Jouoq

00
00
00
L0
L'9¢
L'¢
€0
8l
0L
00
¥0
6'vC
G'oc
Z'
00
00
€l
00
9'l
A
L0

(%)
P 06 +

00 00
00 A
0‘0 ¥'0
00 zo
L0 00
8C €'yl
00 70
€l L'8
v'e 0‘0
00 00
0‘0 00
€'se G'o
109 6'9
L0 00
0‘0 LT
0‘0 g'ee
00 00
00 L0
8'y €0
8'l 00
00 9'Le
(%) (%)
P 6S + P Lz +

1ZSHole yoeu abe|

00
Lo
00
Lo
00
v'6
L0
8'9
0'0
0'0
0'0
v'0
v'9e
0’0
Sov
00
00
0’0
10
00
00

(%)
PO

)
€0
00
€0
(0]
L'ee
(0]
0'se
00
L0
00
Ll
4
(0]
1's¢
A
00
00
(0]
00
00

(%)

1ZSHoile

JOA

'u bunupiQ
sa|epeuowoyjuex
SO|BUOUQIA
se|epeuowopnasd
so|e||ainajsed
so|e||lidsouead
solelia}oeqolau]
So9|epeuoWwo.d}Y
so|elajoeqojAdwe)
$8|elqoziyy
so|els}0eqosn
s9lelpLyso|D
sole||10eqojoe]
sole||awa

eq
ejAydoydeng

sole

sa|elsjoeqone| 4
sajebeydoifn
sa|eploialjoeqg

S9|els}oeqolo)

so|eleoAwounoy

auaqgasbunupiQ Jne Bunjisua/\ ayosiwouoxe] :zaMn euwny| [1IA11 Bueyuy



[40)}

Lo
00
v'0
00
00
00
2o
(0]
G'vy
L0
€0
692
00
o'l
9's
LS
0'0
00
00
0’0
6'c
Z'8
00
00

€0
8l
0l
00
00
00
A
€0
v've
(0]
70
L'
00
90
(]
Z'L
00
00
€l
00
Gl
00
A
00

(%)
P 06 +

00 ¥0
€l L8
v'e 00
00 (1)
00 00
00 00
00 0‘0
00 00
0'se 00
zo 0‘0
00 ¥'0
6'9S 6°0
00 (0]
¥0 L0
8C Lo
L0 0‘0
00 LT
00 00
00 00
00 L0
L'y L0
00 L0
8l 00
00 G'Le
(%) (%)
P 6S + P Lz +

1ZSHole yoeu abe|

Lo
8'9
00
0‘0
00
00
0'0
00
00
00
€0
6'GE
00
(0]
v'0
00
8'cy
L'¢
00
00
0’0
00
00
00

(%)
PO

L0
0‘se
00
v'0
L0
L0
00
00
L0
00
60
L'C
€0
00
A
L0
9'se
L0
00
00
L0
00
00
00

(%)

1ZSHoile

JOA

aeaoelI9)oegolalug
aeaoe||auemays
aeaoelajoeqojAdwe)
aeadepeuUOWEBWO)
2e90eIqoZIyY
aeaoelajoeqolNe)
aeaoe|youjoyda]
aeaoelI8}0eqosn
aeaoe||auo||Io A
aeaoelidsouyoe]
2B908BIpIUISO|D
2e80E00000}da))S
aeaoe||108q0}0E
9B90E822000J8}U]
aeaoelsoeqouIE)
aeaoe||awan)
aeaoe02020jAydeys
9B80EB22000UB|d
oeaoe|I9)0eqone| 4
aeaoebeydojhn
aeaoe|[9j0Adld
aseaoepeuowolAydiod
9B80B1I9}0BJOI0D

9E80BI20020IDIIA

ausagaualjiwe jne Bunjiala\ ayosiwouoxe | :zaMn eulwn| X111 bueyuy



eot

00
00
00
00
00
6'Ccy
00

00
00
00
00
00
1'9¢
L€

00
00
00
00
00
Lo
8C

z'6e
A
¥'0
L0
Lo
00
€yl

10
L0
0’0
00
00
00
v'6

Z'o
€0
00
00
€0
L0
L'€€

ualjiwe
aesoepeuowouBY
SB90BUOGIA
seaoepeuowopnasd
2B00E||9XBION
oeaoe|jainaised

oBa0BpEeUOWojEH



0)"

6'Cy
00
00
00
v'0
00
00
z'o
L0
G'y
0'0
9'se
L0
0'0
o'l
G's
L0
L'y
00
00
6'c
Z'8
00
0’0

L'9¢
v'e
00
8l
0L
0‘0
00
A
€0

v've
0‘0

€'/l
00
00
90
L'g
00
Al
00
€l
Gl
00
Z'o
00

(%)
P 06 +

Lo

8C

00

€l

v'e

00

00

00

00
9've
00
2'98
0‘0
0‘0
¥'0
8'C
00
L0
00
00
L'y
00
8l

00

(%)
P 65 +

0‘0
L'yl
Lo
9'8
0‘0
10
0‘0
0‘0
00
00
v'0
8'0
L0
(0]
(0]
Lo
00
00
LT
00
L0
00
00
G'Le

(%)
PLZ+

1ZSHole yoeu abe|

00
€'6
00
8'9
00
00
00
00
00
0'0
€0
6°S¢E
0'0
0'0
L0
v'0
00
0’0
8'cy
00
0’0
00
0’0
00

(%)
PO

L0
g'ee
00
0'se
00
zo
L0
00
00
Lo
60
0C
00
€0
00
A
00
00
9'se
00
L0
00
00
00

(%)

1ZSHoile

JOA

snjiydowseeH
seuowoleH
eaojued
e||ouemays
J930Bq0|AdWE)D
enled
eue|dooA
elyoLyoydan
wniejoeqosny
e||ouo|isA
euloleg
snoo020}das
SN02090}0€.
sn||1oeqojoe]
SN22000J9)Ug
e||ajeo|nuels
wnuajoeqouIE)
e|lowa
snoo0o0jAyders
ebeydojfooude)
e||ajonald
seuowolAydiod
wnigodoyy
elyjoy

auagasbunnes jne Bunjiaua,\ ayosiwouoxe | :zaMn eulwny X' bueyuy



SOt

6'l Ll 9'0 G'6e 6'¢ ¥0 U bunpes
00 00 00 Lo L0 €0 seuowoydosjoudlg



Danksagung

Zunachst mochte ich mich bei Herrn Prof. Dr. med. Arndt Borkhardt fir die
Bereitstellung des aktuellen interessanten Themas, die Madoglichkeit der
Bearbeitung in seinem Labor sowie die Begutachtung der vorliegenden
Promotionsschrift bedanken.

Mein besonderer Dank gilt Frau Dr. rer. nat. Ute Fischer fur die enge Betreuung
und zielfihrende Unterstitzung sowohl bei der Planung und Durchflihrung der
Experimente, bei der Diskussion der Daten als auch Fertigstellung der Arbeit.
Mit der herzlichen Aufnahme ins Team wurde mir die produktive Bearbeitung im
Labor nicht nur ermdglicht, sondern auch in Semesterferien und an
Wochenenden sehr erleichert.

Weiterhin bedanke ich mich sehr herzlich bei Herrn Prof. Dr. med. Roland
Meisel und Herrn Dr. med. Meinolf Siepermann flr die konstruktive Diskussion
der klinischen Grundlagen und Aspekte der vorliegenden Arbeit.

Herrn Dr. rer. nat. Michael Gombert danke ich sehr herzlich flr die enge
Betreuung bei der Einflhrung in die Methodik und bei der Durchfihrung der
experimentellen Untersuchungen.

Des Weiteren gilt mein Dank Frau Prof. rer. nat. Birgit Henrich sowohl fur die
Bereitstellung der isolierten Mikrobiomproben als auch fur die zielfuhrende
Diskussion bezuglich eingesetzter Methoden.

Frau Olga Felda hat mit ihrer engagierten Einarbeitung in die Labormethoden
sehr zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen. Dafur gilt ihr mein besonderer
Dank.

Den Herren Dres. rer. nat. Alexander Sczyrba und Maddis Rumming danke ich
fur die bioinformatische Aufarbeitung der Sequenzierergebnisse und die
Diskussion der Daten.

AuRerdem mochte ich mich bei all meinen Mitstreitern im Labor fur die gute
Zusammenarbeit bedanken. Vielen Dank an Euch alle fur das tolle Arbeitsklima
und fur die unvergessliche Doktorandenzeit!

AbschlieRend gilt mein ganz besonderer Dank meiner Familie und meinem
Lebenspartner fur ihre uneingeschrankte Unterstitzung, Ermutigung und
Geduld wahrend der gesamten Promotionszeit und daruber hinaus. Vor allem
ohne Dich, Mama, ware ein erfolgreicher Abschluss dieser Arbeit niemals
moglich gewesen!



