Aus dem Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene

der Heinrich-Heine-Universitiat Dusseldorf

Leiter/in;: Univ.-Prof. Dr. med. Klaus Pfeffer

Der Einfluss des oralen Mikrobioms auf die

Pathophysiologie der Alzheimer-Krankheit

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin der Medizinischen

Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

Vorgelegt von
Christian Matthias Weber

2026



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der

Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

gez.

Dekan: Prof. Dr. med Nikolaj Klocker

Erstgutachter/in: Privatdozent Dr. med Dr. phil Patrick Finzer
Zweitgutachter/in: Prof. Dr. med Tillmann Supprian

Drittgutachter/in: Prof. Dr. med Dr. phil Johannes Thome



Zusammenfassung:

Thema der vorliegenden Dissertation ist die Untersuchung eines mdglichen
Zusammenhangs zwischen dem oralen Mikrobiom und der Entstehung einer Demenz
bei Alzheimer-Krankheit. Die zu Grunde liegende Hypothese lautet, dass Patienten mit
einer Demenz bei Alzheimer-Krankheit Unterschiede im oralen Mikrobiom zeigen, die
sich als orale Dysbiose beschreiben lassen. Zur Priifung dieser Hypothese wurden
zwischen Juni 2021 und Mirz 2023 insgesamt 51 Probanden iiber die
Gedichtnissprechstunde der psychiatrischen Ambulanz am Universitatsklinikum
Diisseldorf rekrutiert. Bei den Probanden handelt es sich um 26 Patienten mit klinisch
und biochemisch diagnostizierter Demenz bei Alzheimer-Krankheit und 25 kognitiv
gesunde Kontroll-Probanden. Als Kontrollen wurden dabei die jeweiligen

Lebenspartner gewihlt, um moglichst vergleichbare Lebensumstiande zu garantieren.

Nach Priifung der Einschlusskriterien, Einwilligung und Aufkldrung wurden die
Probanden gemeinsam zu einem einmaligen Untersuchungstermin einbestellt. Bei
diesem Termin wurde die orale Hygiene anamnestisch eruiert, anschlieBend erfolgte die
Entnahme von drei Proben: Ein Abstrich von der rechten Wangeninnenseite, ein
Abstrich im supragingivalen Bereich des ersten Molars des rechten Unterkiefers, sowie
eine salivare Probe (eine weitere salivare Probe wurde ebenfalls fiir eine spitere,
weiterfiihrende Analyse entnommen, die jedoch nicht Gegenstand der vorliegenden
Arbeit ist). Ein Patient war dabei nicht dazu in der Lage, ausreichend Speichel zu
sammeln, weswegen jeweils 51 Abstriche und 50 salivare Proben im weiteren Verlauf
zur Verfiigung standen. Anschliefend wurden die vorhandenen Zahne nach FDI-
Schema (Fédération Dentaire Internationale) gezdhlt und es erfolgte eine Untersuchung

des Zahnfleischrands mit Hilfe des modifizierten Sulkus-Blutungs-Index (SBI).

Die beiden Abstriche und die Saliva-Probe wurden anschlieBend mikrobiologisch
untersucht. Die mikrobiologischen Untersuchungen umfassten verschiedene Methoden
aus der Gruppe der Next-Generation-Sequencing-Technologien (NGS): Nach initialer
Extraktion der DNA (Deoxyribonucleic Acid) aus allen mikrobiologischen Proben
wurden 50 Saliva-Proben zunéchst mittels Oxford-Nanopore-Technologie
metagenomisch sequenziert (Whole-genome-sequencing). Nach Bestimmung des DNA-
Gehalts erwiesen sich die Wangenabstriche als am wenigsten geeignet fiir eine

weiterfiihrende Analyse und wurden daher nicht sequenziert. Die 50 Saliva- und 51



supragingivalen Proben wurden hingegen mittels Oxford-Nanopore-Technologie
taxonomisch im Hinblick auf das 16S rRNA-Gen (Ribonucleic Acid) untersucht (Full-
Length-16S-Sequenzierung). Um dariiber hinaus einen Methodenvergleich zu
ermdglichen, wurden dieselben 101 Proben zusétzlich am Biologisch-Medizinischen
Forschungszentrum (BMFZ) des Universititsklinikums Diisseldorf mittels [1lumina-
Technologie ebenfalls auf das 16S rRNA-Gen hin untersucht (Short-Read-16S-

Sequenzierung).

Die rechnergestiitzte Infrastruktur und Unterstiitzung erfolgte durch das Zentrum fiir
Informations- und Medientechnologie der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf. Die
bioinformatische, taxonomische Klassifizierung der metagenomischen Daten erfolgte
mit Kraken2 und Bracken, die der Full-Length-16S- und Short-Read-16S-Daten mit
Emu. Die statistische Auswertung der mikrobiellen Daten erfolgte durch Bestimmung
der Bray-Curtis-Dissimilaritit und Principal Coordinate Analysis (PCoA), sowie die
Analyse mittels Linear Discriminant Analysis Effect Size (LEfSe) und Analysis of
Compositions of Microbiomes with Bias Correction 2 (ANCOM-BC2). Die Alpha-

Diversitdt wurde durch Bestimmung von Simpson- und Shannon-Index ermittelt.

Bezogen auf die klinischen Parameter zeigten die Kontrollprobanden einen signifikant
hoheren Mini-Mental-Status-Test (MMST; p < 0,01), eine héhere Zahl von
Ausbildungsjahren (p = 0,03) und ein hoheres Korpergewicht (p = 0,03). Alle weiteren

klinischen Parameter zeigten keinen Unterschied zwischen den Gruppen.

Die Alpha-Diversitdt war in beiden Gruppen vergleichbar, mit Ausnahme eines
signifikant hoheren Shannon-Index in der Patientengruppe in der Short-Read-16S-
Sequenzierung der Saliva-Proben (p = 0,03).

Die PCoA zeigte auf Spezies-Ebene eine visuelle Auftrennung von Patienten und
Kontrollen in salivaren und supragingivalen Proben, wobei der Effekt fiir die salivaren
Proben am ehesten in der metagenomischen Sequenzierung und fiir die supragingivalen
Proben am ehesten in der Short-Read-16S-Sequenzierung identifiziert werden konnte.
Fiir beide Probenarten und alle drei Sequenzierungsmethoden konnten in LEfSe und
ANCOM-BC?2 zahlreiche Taxa identifiziert werden, deren Abundanz einen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen Patienten und Kontrollprobanden aufwiesen.
Bakterien-Spezies, die dabei wiederkehrend identifiziert werden konnten, wurden als

besonders robust eingestuft. Zu den vielversprechendsten Kandidaten z&hlten dabei
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unter anderem Prevotella nigrescens, Lactobacillus rhamnosus, Schwartzia
succinivorans, Olsenella uli, Lactobacillus vaginalis, Lactobacillus oris, Prevotella
maculosa, Lancefieldella rimae, Lactobacillus paracasei, Prevotella oralis und
Lactobacillus gasseri mit hoheren Abundanzen in der Patientengruppe, sowie
Aggregatibacter aphrophilus, Granulicatella adiacens, Haemophilus sputorum,
Streptococcus parasanguinis, Lachnoanaerobaculum saburreum, Veillonella dispar und
Kingella oralis mit héheren Abundanzen in der Kontrollgruppe. Anhand dieser Taxa
lie sich ein Trend hin zu mehr Karies- und Parodontitis-assoziierten Taxa in der

Patientengruppe identifizieren.

Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Ergebnisse der drei
Sequenzierungsmethoden auf Genus-Ebene eine deutliche Korrelation und bezogen auf
die identifizierten Taxa nach entsprechender Filterung eine konstante Schnittmenge,

aber auch distinkte Unterschiede zeigen.

Die genannten Ergebnisse erlauben eine Annahme der Ausgangshypothese, da
signifikante Unterschiede zwischen dem oralen Mikrobiom von Alzheimer-Patienten
und gesunden Kontrollprobanden identifiziert werden konnten. Die robustesten
Ergebnisse zeigten dabei diverse Bakterien-Spezies, die mit oralen Pathologien in
Verbindung gebracht werden konnen, ohne dass sich ein Unterschied im Hinblick auf
den klinischen Status der Mundgesundheit feststellen lieB. Dieser Umstand konnte als
Hinweis auf einen 6kologischen Wandel im Sinne einer oralen Dysbiose betrachtet

werden.
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Summary:

The subject of the present dissertation is the investigation of a possible relationship
between the oral microbiome and the development of dementia in Alzheimer's disease.
The underlying hypothesis is that patients with dementia in Alzheimer's disease show
differences in the oral microbiome, which can be described as an oral dysbiosis. To test
this hypothesis, a total of 51 subjects were recruited between June 2021 and March
2023 via the memory consultation of the psychiatric outpatient clinic at the University
Hospital Diisseldorf. The subjects were 26 patients with clinically and biochemically
diagnosed dementia in Alzheimer's disease and 25 cognitively healthy control subjects.
The respective life partners were chosen as controls in order to guarantee comparable

living conditions as far as possible.

After review of the inclusion criteria, informed consent and clarification, the subjects
were called together for a single examination appointment. At this appointment, oral
hygiene was elicited by anamnesis, followed by collection of three samples: A swab
from the inner right cheek, a swab from the supragingival area of the first molar of the
right mandible, and one salivary sample (another salivary sample was also taken for a
later, further analysis, which is not the subject of the present work). One patient was not
able to collect sufficient saliva, which is why 51 swabs and 50 salivary samples were
available in the further course. Subsequently, the teeth present were counted according
to the FDI (Fédération Dentaire Internationale) scheme and an examination of the

gingival margin was performed using the modified Sulcus Bleeding Index (SBI).

The two swabs and the saliva sample were then examined microbiologically. The
microbiological investigations included various methods from the group of Next-
Generation Sequencing (NGS) technologies: After initial extraction of DNA
(Deoxyribonucleic Acid) from all microbiological samples, 50 saliva samples were first
metagenomically sequenced using Oxford Nanopore technology (whole-genome
sequencing). After determining the DNA content, the cheek swabs proved to be the least
suitable for further analysis and were therefore not sequenced. The 50 saliva and 51
supragingival samples, on the other hand, were taxonomically examined with regard to
the 16S rRNA gene (ribonucleic acid) using Oxford nanopore technology (full-length
16S sequencing). In addition, to enable a comparison of methods, the same 101 samples

were also analyzed for the 16S rRNA gene at the Biological Medical Research Center
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(BMFZ) of the University Hospital Diisseldorf using Illumina technology (short-read
16S sequencing).

The computer-based infrastructure and support was provided by the Center for
Information and Media Technology at Heinrich Heine University Diisseldorf. The
bioinformatic, taxonomic classification of the metagenomic data was carried out with
Kraken2 and Bracken, that of the full-length and short-read 16S data with Emu.
Statistical evaluation of the microbial data was performed by determining Bray-Curtis
Dissimilarity and Principal Coordinate Analysis (PCoA), and analysis using Linear
Discriminant Analysis Effect Size (LEfSe) and Analysis of Compositions of
Microbiomes with Bias Correction 2 (ANCOM-BC2). Alpha diversity was determined

by the Simpson and Shannon indices.

In terms of clinical parameters, the control subjects showed a significantly higher Mini-
Mental Status Test (MMST; p < 0.01), a higher number of years of education (p = 0.03)
and a higher body weight (p = 0.03). All other clinical parameters showed no difference

between the groups.

Alpha diversity was comparable in both groups, with the exception of a significantly
higher Shannon index in the patient group in the short-read 16S sequencing of the saliva

samples (p = 0.03).

PCoA showed a visual separation of patients and controls in salivary and supragingival
samples at the species level, with the effect for the salivary samples most likely to be
identified in metagenomic sequencing and for the supragingival samples most likely to
be identified in short-read 16S sequencing. For both sample types and all three
sequencing methods, numerous taxa were identified in LEfSe and ANCOM-BC2 whose
abundance showed a statistically significant difference between patients and control
subjects. Bacterial species that could be identified recurrently were classified as
particularly robust. The most promising candidates included Prevotella nigrescens,
Lactobacillus rhamnosus, Schwartzia succinivorans, Olsenella uli, Lactobacillus
vaginalis, Lactobacillus oris, Prevotella maculosa, Lancefieldella rimae, Lactobacillus
paracasei, Prevotella oralis and Lactobacillus gasseri with higher abundances in the
patient group, and Aggregatibacter aphrophilus, Granulicatella adiacens, Haemophilus
sputorum, Streptococcus parasanguinis, Lachnoanaerobaculum saburreum, Veillonella

dispar and Kingella oralis with higher abundances in the control group. Based on these
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taxa, a trend towards more caries- and periodontitis-associated taxa in the patient group

could be identified.

In addition, it could be shown that the results of the three sequencing methods show a
clear correlation at the genus level and, in relation to the identified taxa after appropriate

filtering, show a constant intersection, but also distinct differences.

These results support the initial hypothesis, as significant differences were identified
between the oral microbiome of Alzheimer's patients and healthy controls. The most
robust results showed diverse bacterial species that can be associated with oral
pathologies, with no difference in the clinical status of oral health. This could be seen as

an indication of an ecological change in terms of oral dysbiosis.
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1 Einleitung

1.1 Demenz bei Alzheimer-Krankheit

1.1.1 Definition

Als Demenz bezeichnet man ein klinisches Syndrom, bei dem es zu einem meist
progressiven Verlust von kognitiven Fahigkeiten und Alltagskompetenz kommt
(DGPPN, DGN, AWMF, 2023). Laut ICD-10 (International Statistical Classification of
Diseases and Related Health Problems) kommt es dabei zu Storungen hoherer kortikaler
Funktionen, ohne Bewusstseinstriibung, oder Stdrungen von Sinnesorganen und
Wahrnehmung tiber das fiir die betreffende Person iibliche MaR hinaus. Die
Symptomatik muss dabei fiir mindestens sechs Monate bestehen (BfArM, 2023). Eine
Demenz ist dabei nicht als Teil des physiologischen Alterungsprozesses, sondern als
schwerwiegende Erkrankung mit verkiirzter Lebenserwartung und einem erhéhten
Morbiditétsrisiko fiir andere Erkrankungen zu verstehen (DGPPN, DGN, AWMEF,
2023).

Laut Kriterien des National Institute on Aging und der Alzheimer's Association (NIA-
AA) beschreibt eine Demenz allgemein kognitive, oder verhaltensbezogene Symptome,
die 1) das Funktionieren bei Alltagsaktivititen einschranken, 2) eine Verschlechterung
im Vergleich zu einem vorherigen Zustand darstellen, 3) nicht durch ein Delir oder eine
psychische Erkrankung erkldrbar sind, 4) durch Eigen- und Fremdanamnese, kognitive
Testung, oder klinisch-kognitive Untersuchung diagnostiziert werden und 5) mindestens
zwel der fiinf Bereiche Gedichtnisfunktion, Verstehen und Durchfiihren komplexer
Aufgaben und Urteilsfdhigkeit, raumlich-visuelle Funktionen, Sprachfunktionen, sowie
Verianderungen im Verhalten (“Personlichkeitsveranderungen”) betreffen (McKhann et

al., 2011).

Uber diese syndromale Beschreibung hinaus werden Demenzen im Hinblick auf ihre
Atiologie differenziert. Zu den wichtigsten Atiologien ziihlen neben der Alzheimer-
Krankheit die vaskuldre Demenz, gemischte Demenzen, die frontotemporale Demenz,
die Demenz bei Morbus Parkinson und die Demenz mit Lewy-Kd&rperchen (DGPPN,
DGN, AWMEF, 2023). Der ICD-10 definiert die Alzheimer-Krankheit dabei als “eine
primir degenerative zerebrale Krankheit mit unbekannter Atiologie und
charakteristischen neuropathologischen und neurochemischen Merkmalen” (BfArM,
2023) und differenziert die Demenz bei Alzheimer-Krankheit weiter in einen Typ mit
frithem Beginn (vor dem 65. Lebensjahr, mit rascher Verschlechterung), einen Typ mit
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spiatem Beginn (nach dem 65. Lebensjahr, mit langsamer Progredienz), sowie

atypische/gemischte, oder nicht niher bezeichnete Formen (BfArM, 2023).

Abzugrenzen von der Demenz ist das von der Atiologie unabhingige Prodromal-
Stadium oder Risikosyndrom der milden kognitiven Einschrinkung, beziehungsweise
Mild Cognitive Impairment (MCI). In der aktuellen S3-Leitlinie “Demenzen” wird
dieses Syndrom beschrieben als “das Vorliegen objektiver kognitiver
Beeintriachtigungen ..., die eine Verschlechterung von einem unbeeintrichtigten
Ausgangsstadium darstellen, aber nicht so stark ausgeprigt sind, dass sie die
selbststindige Lebensfiihrung beeintrachtigen” (DGPPN, DGN, AWMEF, 2023). Die
Abgrenzung zur Demenz basiert dabei im Wesentlichen auf dem Ausmal} der

Alltagskompetenz (DGPPN, DGN, AWMEF, 2023).

1.1.2 Epidemiologie

In Deutschland lebten im Jahr 2021 schiatzungsweise 1,8 Millionen Demenzkranke.
Davon litten etwa zwei Drittel unter einer Demenz bei Alzheimer-Krankheit. Frauen
waren dabei hdufiger betroffen als Méanner. Die Inzidenzrate bei Menschen iiber 65
Jahre lag dabei bei 2,00%, mit 3,20% bei Menschen zwischen 80 und 84 Jahre und
12,24% bei Menschen élter als 90 Jahre (Deutsche Alzheimer-Gesellschaft, 2022).

Diese Zahlen entsprechen einer Neuerkrankungsrate von 430000 Menschen pro Jahr.
Setzt sich dieser Trend ohne bedeutende Verdnderungen in Pravention und/oder
Therapie fort, ist im Jahr 2050 mit einer Zahl von 2,4 Millionen Demenzkranken zu

rechnen (Deutsche Alzheimer-Gesellschaft, 2022).

Die Erkrankungsdauer wird dabei auf durchschnittlich zwolf bis 24 Jahre geschétzt,
wobei davon zwei bis 15 Jahre auf die préklinische Phase entfallen. Im weiteren Verlauf
entfallen etwa drei bis sieben Jahre auf die prodromale Phase, zwei bis sechs Jahre auf
ein mildes und ein bis sieben Jahre auf ein moderates bis schweres Erkrankungsstadium

(DGPPN, DGN, AWMF, 2023)

1.1.3 Symptomatik

Neben den zuvor genannten allgemeinen Merkmalen eines dementiellen Syndroms
(siehe 1.1.1 Definition) weisen Patienten mit einer Demenz bei Alzheimer-Krankheit
charakteristische Symptome auf. Diese Symptomatik wurde in zwei
Forschungskriteriensétzen strukturiert festgehalten, einmal durch das NIA-AA
(McKhann et al., 2011) und einmal durch eine International Working Group (IWG)



(Dubois et al., 2014). Auch wenn es sich bei diesen Kriterien primédr um Empfehlungen
zur korrekten Identifizierung und zum Einschluss von Patienten in Forschungsprojekte

handelt, fassen sie wesentliche Aspekte der Alzheimer-Symptomatik zusammen.

Laut NIA-AA liegt eine wahrscheinliche Demenz bei Alzheimer-Krankheit vor, wenn
die allgemeinen Demenzkriterien erfiillt sind, ein langsamer Symptombeginn iiber
Monate bis Jahre beobachtet wird und eine eindeutige anamnestische, oder beobachtete
kognitive Verschlechterung vorliegt. Diese umfasst typischerweise zunédchst Defizite
des episodischen Gedéchtnisses gepaart mit weiteren Defiziten aus den in 1.1.1
genannten kognitiven Teilbereichen. Seltener treten Erstsymptome in Form von
sprachlichen, visuell-rdumlichen, oder exekutiven Defiziten auf. Dariiber hinaus kann
von einer moglichen Demenz bei Alzheimer-Krankheit gesprochen werden, wenn eine
typische Symptomatik mit einem akuten Beginn (gegebenenfalls bei schlecht
dokumentiertem Verlauf) einhergeht, oder eine gemischte Atiologie zu einer

abweichenden Klinik fiihrt (McKhann et al., 2011).

Die IWG charakterisiert eine typische Alzheimer-Krankheit als episodische
Gedichtnisstérung vom hippokampalen Typ iiber mindestens sechs Monate und
langsam fortschreitend, gegebenenfalls kombiniert mit weiteren Defiziten in kognitiven,
oder Verhaltensdoménen. Bei atypischen Verldufen werden eine posteriore Variante
(mit primér visueller, oder visuospatialer Symptomatik), eine logopenische Variante
(mit progressiver Aphasie-Symptomatik), eine frontale Variante (mit
Verhaltensdnderungen, oder exekutiven Dysfunktionen) und Alzheimer bei Patienten

mit Down-Syndrom differenziert (Dubois et al., 2014).

Neben den bereits mehrfach genannten episodischen Gedachtnisstérungen konnen die
folgenden Symptome ebenfalls bei Alzheimer-Patienten auftreten: Schwierigkeiten
beim Erstellen von Planen und dem Losen von Problemen, Schwierigkeiten bei der
Bewiltigung von Alltagstitigkeiten, gestorte riumliche und/oder zeitliche Orientierung,
gestortes Verstdndnis von Bildern und rdumlichen Verhéltnissen,
Wortfindungsstorungen, Einschrankungen der Urteilsfahigkeit, sozialer Riickzug,
Anderungen von Verhalten und Personlichkeit einschlieBlich Apathie und Depression,
Angst, Agitiertheit und Schlafstorungen. Im weiteren Verlauf und mit fortschreitender
Symptomatik werden die Patienten meist zunehmend pflegebediirftig bis hin zur

vollstdndigen Immobilisation und die kommunikativen Fahigkeiten nehmen weiter ab.



Vor allem durch Pneumonie bei Immobilisation ist die Alzheimer-Krankheit in letzter

Konsequenz hdufig letal (Gaugler et al., 2016).

1.1.4 Atiologie und Pathophysiologie

Obwohl die Atiologie der Alzheimer-Krankheit nicht abschlieBend geklirt ist, gibt es
eine Reihe von Risikofaktoren und pathophysiologische Veranderungen, die fiir die
Erkrankung charakteristisch sind. Wéahrend etwa 1% der Erkrankungen auf eine
Mutation in den Genen Amyloid-Precursor-Protein (APP), oder Presenelin 1/ 2
zurlickzufiihren ist, konnte man dariiber hinaus unter anderem folgende Risikofaktoren

identifizieren (Gaugler et al., 2016):

¢ FEin fortgeschrittenes Alter

e Hetero-, oder homozygote Tragerschaft des ApoE-g4-Gens

¢ FEine familidre Vorbelastung (iiber die ApoE-¢4-Triagerschaft hinaus)

e Kardiometabolische Risikofaktoren wie Rauchen, Ubergewicht und das
metabolische Syndrom (mit korperlicher Aktivitit und einer ausgewogenen
Erndhrung umgekehrt als protektiven Faktoren)

* Qeringe Zahl von Ausbildungsjahren

¢ Geringes soziales und kognitives Engagement

¢ Schidel-Hirn-Traumata (Gaugler et al., 2016)

Die Pathophysiologie der Alzheimer-Krankheit ist dabei durch mehrere
charakteristische Verdnderungen gekennzeichnet. Es ist jedoch unklar, inwiefern diese
kausalen, oder eher konsekutiven Charakter haben (Fan et al., 2019). Auf
makroskopischer Ebene kommt es zu einer ausgeprdgten Hirnrinden-Atrophie, vor
allem im Bereich von Temporallappen und Hippokampus, was mit einer Abnahme der
Hirnmasse und haufig mit einer Gro8enzunahme des lateralen Ventrikels verbunden ist

(Sengoku, 2020).

Histologisch stehen zwei Protein-/Peptid-Ablagerungen im Vordergrund: Amyloid-3
(AB) und hyperphosphoryliertes Tau-Protein. Amyloid-f ist ein Spaltprodukt des
neuronalen Transmembran-Proteins APP. A-, B-, y-, und n-Sekretasen konnen APP am
C-terminalen Ende hydrolytisch spalten. A-, y-, und n-Sekretase erzeugen dabei nicht-
amyloidogene Produkte, wihrend - und y-Sekretase gemeinsam zunichst das C-
Terminal-Fragment (CTF)-$ und daraus dann die Peptide AB42 und AB40 spalten.

Diese Peptide stéren dann unter anderem die synaptische Ubertragung und bilden



Oligomere. Durch Rekrutierung weiterer Ap-Peptide bilden sich extrazellulére,
unldsliche Aggregate, die sogenannten senilen, oder Amyloid-Plaques. Diese wirken
iiber unterschiedliche Mechanismen neurotoxisch und induzieren letztlich Apoptose und

kognitive Dysfunktion (Fan et al., 2019, Tiwari et al., 2019)

Bei Tau handelt es sich um ein Mikrotubuli-assoziiertes, neuronales Protein. Es ist Teil
des Zytoskeletts und beteiligt am zytoplasmatischen Transport. Bei der Alzheimer-
Krankheit kommt es zu einer Hyperphosphorylierung dieses Proteins. Dadurch kommt
es zur gesteigerten Tau-Tau-Interaktion und der Bildung von intraneuronalen,
unldslichen Tau-Fibrillen, die ebenfalls neurotoxisch wirken (Fan et al., 2019, Tiwari et

al., 2019).

Weitere charakteristische Verdnderungen umfassen neuroinflammatorische Prozesse
und mitochondriale Dysfunktion (Wilkins und Swerdlow, 2016), oxidativen Stress
(Algahtani et al., 2023), sowie eine gestorte cholinerge Transmission (Hampel et al.,
2018, Hampel et al., 2019). Dabei beeinflussen diese Prozesse sich gegenseitig, indem
zum Beispiel AP Mikroglia aktivieren und dariiber inflammatorische Prozesse auslosen
(Fan et al., 2019) und Tau-Fibrillen den Untergang cholinerger Neuronen induzieren
(Hampel et al., 2018). AuBBerdem fiihrt die Bildung amyloider Plaques zur Aktivierung

von Kinasen, welche Tau phosphorylieren (Tiwari et al., 2019).

1.1.5 Diagnostik

Die Diagnostik einer Demenz bei Alzheimer-Krankheit setzt sich aus der allgemeinen
Syndrom-Diagnose und der weiterfiihrenden, dtiologischen Zuordnung zusammen.
Voraussetzung ist bei jeder Demenz-Erkrankung die initiale Priifung der
Einwilligungsfahigkeit des Patienten. Die Anamnese (inklusive Eigen-, Fremd-,
Familien-, Sozial-, Medikamenten- und vegetativer Anamnese) liefert initial
Informationen zu Erstsymptomen und Verlauf, sowie Risikofaktoren, Vorerkrankungen
und gegebenenfalls bereits sozialen Ressourcen und/oder Risikokonstellationen

(DGPPN, DGN, AWMF, 2023).

Eine umfassende korperliche Untersuchung mit internistischem Fokus dient dem
Ausschluss metabolischer, kardiovaskuldrer und endokrinologischer
Differenzialdiagnosen. Beispiele hierfiir waren Elektrolytschwankungen, Hypo- und
Hyperthyreosen, Erkrankungen von Niere und Leber, oder Vitaminmangel-

Erkrankungen (DGPPN, DGN, AWMEF, 2023).



Eine neurologische Untersuchung dient der Identifikation von Symptomen, die auf eine
neurologische Primdrerkrankung mit Demenz als Symptom hindeuten, wie es bei
Morbus Parkinson oder Lewy-Korperchen-Demenz der Fall ist. Ein
psychopathologischer Befund liefert Riickschliisse auf das Vorliegen einer Depression,
eines Delirs, einer Abhédngigkeitserkrankung, oder einer Schizophrenie, die klinisch

einer Demenz dhneln, oder parallel vorliegen kénnen (DGPPN, DGN, AWMEF, 2023).

Eine biochemische Basisdiagnostik unter Beriicksichtigung von Blutbild, Elektrolyten,
Niichtern-Blutzucker, TSH (Thyroidea-stimulierendes-Hormon), CRP (C-reaktives
Protein), GOT (Glutamat-Oxalacetat-Transaminase), y-GT (y-Glutamyl-Transferase),
Kreatinin, Harnstoff und Vitamin B12 erginzt den differentialdiagnostischen Prozess
und dient dem Ausschluss potentiell reversibler Demenzursachen. Die Labordiagnostik
kann dabei um weitere, spezifische Parameter ergéinzt werden, wenn eine entsprechende
Symptomatik, oder eine klinisch unklare Situation dies erfordern (DGPPN, DGN,
AWMF, 2023).

Kognitive Kurztests dienen der orientierenden Priifung auf das Vorliegen einer
kognitiven Storung. Dazu zéhlen der Mini-Mental-Status-Test (MMST), der Test zur
Demenz-Detektion (DemTect), der Test zur Fritherkennung von Demenzen mit
Depressionsabgrenzung (TFDD) und der Montreal Cognitive Assessment Test (MoCA).
Der auch fiir diese Arbeit genutzte MMST besteht dabei beispielsweise aus elf Fragen,
die typischerweise die folgenden kognitiven Funktionen priifen sollen: Zeitliche und
raumliche Orientierung, Merk- und Erinnerungsfahigkeit, Aufmerksamkeit, Sprache-
und Sprachverstiandnis, Fahigkeit zum Lesen, Schreiben, Rechnen und Zeichnen. Dabei

kann der Patient bis zu 30 Punkte erreichen (DGPPN, DGN, AWMEF, 2023).

Sensitivitdt und Spezifitdt des MMST variieren dabei je nach therapeutischer Situation
und damit einhergehender Privalenz (zum Beispiel Hausarzt- im Vergleich zur
Facharztpraxis). Leichtgradige Demenzen werden nur begrenzt erfasst und eine
differentialdiagnostische, dtiologische Zuordnung der Demenz ist nicht moglich.
Nichtsdestotrotz kann der MMST zur initialen Schweregradeinteilung, sowie spater zur

Verlaufsbeurteilung genutzt werden (DGPPN, DGN, AWMEF, 2023):

e 20 bis 26 Punkte: Leichte Demenz
e 10 bis 19 Punkte: Mittelschwere Demenz
e Unter 10 Punkte: Schwere Demenz (DGPPN, DGN, AWMF, 2023)



Zur weiterfithrenden Differenzialdiagnostik von Demenzen werden
neuropsychologische Testbatterien verwendet. Dazu zéhlen im Falle der Demenz bei
Alzheimer-Krankheit unter anderem die Testbatterie des Consortium to establish a
Registry for Alzheimer’s Disease (CERAD) und die Alzheimer's Disease Assessment
Scale-cognitive Subscale (ADAS-cog). Dariiber hinaus sollten Demenz-assoziierte
Symptome wie psychische und Verhaltenssymptome und Einschrinkungen der
Funktionsfahigkeit im Alltag mit Hilfe entsprechender Skalen erfasst werden (DGPPN,
DGN, AWMF, 2023).

Bei der Erfassung kognitiver Fahigkeiten sollten dabei immer Faktoren beriicksichtigt
werden, die das Ergebnis verzerren konnen. Dazu zdhlen unter anderem der
Bildungsgrad, der soziokulturelle Hintergrund, die Sprachkompetenz, sensorische
Einschrinkungen, psychiatrische und/oder korperliche Vorerkrankungen und Erfahrung
mit entsprechenden Tests (DGPPN, DGN, AWMEF, 2023).

Eine Liquor-Diagnostik kann zum weiteren Ausschluss zentralnervoser
Differenzialdiagnosen und zur dtiologischen Zuordnung einer Demenz herangezogen
werden. Die Bestimmung von Zellzahl, Gesamtprotein, Laktat, Glukose,
Albuminquotient, der oligoklonalen Banden, der intrathekalen Immunglobulin-G-
Produktion (IgG) und gegebenenfalls spezifischer serologischer Marker kénnen der
Abgrenzung anderer Ursachen einer kognitiven Stérung dienen (DGPPN, DGN,
AWMF, 2023).

Als neurodegenerative Marker stehen vor allem die Liquor-Konzentrationen von Ap42,
Gesamt-Tau und Phospho-Tau (meist als Phospho-Tau 181) zur Verfiigung. Auflerdem
kann der Quotient von AB42 zu AB40 ermittelt werden. AP ist dabei bei der Alzheimer-
Krankheit typischerweise erniedrigt, wahrend Tau erhoht ist. Dabei wird der
kombinierte Einsatz der Parameter empfohlen. Eine differenzialdiagnostische
Abgrenzung der Alzheimer-Krankheit gegeniiber anderen neurodegenerativen
Erkrankungen nur auf Basis der Liquor-Parameter ist nicht mdglich, weswegen eine
Diagnosestellung immer auf Grundlage aller diagnostischen Informationen erfolgen

sollte (DGPPN, DGN, AWMF, 2023).

Zum Ausschluss weiterer, behandelbarer Ursachen sollte eine kraniale Bildgebung
durchgefiihrt werden, wobei eine Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) bevorzugt

gegeniiber einer Computer-Tomographie (CT) eingesetzt werden sollte. Eine im MRT



detektierbare mediotemporale und parietale Atrophie mit Beteiligung von Hippokampus
kann den Verdacht auf eine Alzheimer-Krankheit erhirten, dient jedoch nicht der

alleinigen Diagnostik (DGPPN, DGN, AWMEF, 2023).

In unklaren Féllen konnen auBlerdem nuklearmedizinische Verfahren zur
Verdachtserhédrtung herangezogen werden. Dazu gehoren eine Fluor-Desoxyglukose-
Positronen-Emissions-Tomographie (FDG-PET), ein Amyloid-PET und eine
Hexamethylpropylenaminooxim-Single-Photon-Emission-Computed-Tomography

(HMPAO-SPECT) (DGPPN, DGN, AWMF, 2023).

1.1.6 Therapie

Die Therapie einer Demenz bei Alzheimer-Krankheit besteht im Wesentlichen aus einer
pharmakologischen Therapie und einer psychosozialen Intervention, in der Regel unter
Einbezug der Angehdrigen. Zu den psychosozialen Interventionen gehdren unter
anderem kognitives Training und Stimulation, Reminiszenz-Therapie, Ergotherapie,
korperliche Aktivitit, Musik- und andere kiinstlerische Therapien. Dariiber hinaus wird
empfohlen, ein sogenanntes Dementia Care Management fiir die Koordination der
Versorgung von Menschen mit Demenz und ihrer Angehdrigen zu etablieren (DGPPN,

DGN, AWMF, 2023).

Die pharmakologische Therapie der Demenz bei Alzheimer-Krankheit umfasst im
Wesentlichen die Acetylcholinesterase-Hemmer Donepezil, Galantamin und
Rivastigmin und den N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Antagonisten (NMDA)
Memantin. Die Behandlung orientiert sich dabei an der auf dem MMST basierenden
Schweregradeinteilung und gilt als rein symptomatisch (DGPPN, DGN, AWMEF, 2023).
Acetylcholinesterase-Hemmer kommen dabei bei leichter bis mittelschwerer und
Memantin bei mittelschwerer bis schwerer Demenz bei Alzheimer-Krankheit zum
Einsatz. Die Wahl des Acteylcholinesterase-Hemmers soll dabei primér abhingig vom
Neben- und Wechselwirkungsprofil erfolgen. Ein kombinierter Einsatz der Praparate

wird in der Regel nicht empfohlen (DGPPN, DGN, AWMEF, 2023).

1.1.7 Limitationen aktueller und experimenteller Therapieansitze

Obwohl gerade Acetylcholinesterase-Hemmer immer wieder im Hinblick auf eine
mogliche, krankheitsmodifizierende Wirkung diskutiert werden (Hampel et al., 2019),
gilt die pharmakologische Therapie der Demenz bei Alzheimer-Krankheit im
Wesentlichen als symptomatische Therapie (DGPPN, DGN, AWMEF, 2023).



Entsprechend groB3 ist das Interesse an therapeutischen Ansétzen, welche die
neuropathologischen Verdanderungen der Alzheimer-Krankheit zum Ziel haben. Speziell
AP, Tau, sowie - und y-Sekretase wurden dabei in der Vergangenheit als

Zielstrukturen gewihlt (Fan et al., 2019, Lu et al., 2020).

Obwohl einzelne Arbeiten dabei eine zum Teil deutliche Wirkung auf die
neuropathologischen Parameter erzielen konnten (Avgerinos et al., 2021, Egan et al.,
2018), ist die klinische Wirksamkeit dieser Medikamente insgesamt gering (Lu et al.,
2020) mit teils schweren Nebenwirkungen (Fan et al., 2019, Lu et al., 2020). Jiingere
Arbeiten, unter anderem zum monoklonalen Antikdrper Lecanemab gegen 16sliche A -
Protofibrillen konnten zwar vielversprechendere Ergebnisse erzielen (van Dyck et al.,
2022). Jedoch wirft vor allem die groBe Diskrepanz zwischen der Wirkung auf
messbare Konzentrationen von AP und Tau und der klinischen Effektivitét
pharmakologischer Therapien (Avgerinos et al., 2021) die Frage auf, ob die fiir die
Alzheimer-Krankheit so charakteristischen, neuropathologischen Verdnderungen
wirklich die zentrale Rolle einnehmen, die man ihnen traditionell beimisst, oder ob die
Krankheitsentstehung auf dem Zusammenspiel weiterer Faktoren beruht (Gallardo et

al., 2019).

1.2 Das orale Mikrobiom

1.2.1 Allgemeine Begriftflichkeiten der Mikrobiom-Forschung

Mit dem Begriff “Mikrobiom” wird typischerweise ein Okosystem von
Mikroorganismen in einer bestimmten 6kologischen Nische beschrieben (Berg et al.,
2020). Im Englischen werden dariiber hinaus auch teilweise noch die Begriffe
“Microbiota” als Gesamtheit der Mikroorganismen und “Microbiome” als Gesamtheit
der Mikroorganismen zusammen mit ithrem genetischen Material und den
Umweltbedingungen ihrer 6kologischen Nische unterschieden (Berg et al., 2020,
Requena und Velasco, 2021).

Im Kontext biomedizinischer Forschung handelt es sich bei dieser Nische in der Regel
um einen anatomischen Raum des menschlichen Korpers (Gilbert et al., 2018, Lloyd-
Price et al., 2016). Die Mikroorganismen werden dabei in der Regel nicht als Pathogene
betrachtet, sondern als Organismen, die sich in einem synergistischen Verhéltnis mit
dem Wirtsorganismus befinden. “Echte” Pathogene machen in diesem Szenario nur

einen verschwindend geringen Anteil der Mikroorganismen in Kontakt mit dem



Menschen aus (Berg et al., 2020). Ein solcher Synergismus setzt dabei einen gewissen
Grad immunologischer Toleranz des Immunsystems voraus (Gilbert et al., 2018, Lloyd-

Price et al., 2016, Petersen und Round, 2014).

Die Gesamtheit der Mikroorganismen umfasst dabei Bakterien, Pilze, Archea,
Protozoen und Viren, wobei Bakterien wahrscheinlich zahlreicher als Pilze, Archea und
Protozoen und am besten erforscht sind. Einer aktuellen Schédtzung zu Folge ist die Zahl
bakterieller Zellen im menschlichen Koérper mindestens genauso hoch, oder sogar héher
als die Zahl humaner Zellen (Gilbert et al., 2018). Diese Schétzung ist zwar
konservativer als éltere Schitzungen von bis zu zehnmal mehr bakteriellen Zellen
(Luckey, 1972), resultiert jedoch immer noch in einer Zahl von bis zu 2000 000
bakteriellen gegeniiber 20 000 humanen Genen. Dabei ist die Zahl von Viren und
Bacteriophagen noch nicht bestimmt und kdnnte wiederum noch héher liegen (Gilbert

etal., 2018).

Das Mikrobiom, welches historisch wahrscheinlich die grofite Aufmerksamkeit erfahren
hat, ist das gastrointestinale Mikrobiom (Hayes und Sahu, 2020). Mittlerweile wurden
jedoch auch in zahlreichen anderen anatomischen Nischen die Mikrobiome
charakterisiert, unter anderem im Mund (Chen et al., 2010), den Atemwegen
(Kumpitsch et al., 2019), dem Urogenitaltrakt (Chen et al., 2021, Neugent et al., 2020)
und auf der Haut (Byrd et al., 2018). Selbst im Blut (Castillo et al., 2019) und in der
Plazenta (Briana et al., 2021) wurde die Existenz eines Mikrobioms postuliert, wobei
nicht abschlieBend geklart ist, inwieweit Probenkontaminationen hier eine Rolle spielen

(Chrisman et al., 2022).

Man geht davon aus, dass sich ein “gesundes” Mikrobiom in einem 6kologischen
Gleichgewicht zwischen den beteiligten Mikroorganismen untereinander und dem
Wirtsorganismus, beziehungsweise seinem Immunsystem befindet (Berg et al., 2020,
Lloyd-Price et al. 2016). Wird dieses Gleichgewicht durch unterschiedlichste Einfliisse
gestort und kommt es dadurch zu einer (gegebenenfalls krankheits-assoziierten)
Verschiebung der mikrobiellen Zusammensetzung, spricht man von einer “Dysbiose”.
AuBerdem spielen die Idee eines “Kern-Mikrobioms” mit interindividuell dhnlichen
metabolischen Pfaden und einer gewissen Stabilitdt und Resilienz gegeniiber dulleren
Einfliissen eine Rolle bei der Definition des gesunden Mikrobioms (Lloyd-Price et al.,

2016).
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Fiir zahlreiche Erkrankungen wurden bereits dysbiotische Zustinde in
unterschiedlichsten Mikrobiomen beschrieben (Clemente et al., 2018, Kumpitsch et al.,
2019, Sampaio-Maia et al., 2016). Dabei ist jedoch oft nicht ersichtlich, inwieweit diese
Dysbiosen kausalen, oder lediglich assoziativen Charakter haben, da das
Zusammenspiel mit Wirtsorganismus und Immunsystem potentiell bidirektional

funktioniert (Schmidt et al., 2018).

Nichtsdestotrotz deuten zumindest Tier-experimentelle Arbeiten mit sogenannten
“Gnotobiotic mice” (Thomson et al., 2022) und Stuhltransplantationen (Cheng et al.,
2021, Du et al., 2021, Fang et al., 2018) darauf hin, dass Verdnderungen des
Mikrobioms durchaus Anderungen eines pathologischen Zustandes nach sich ziehen
konnen (Schmidt et al., 2018). Im Falle des gastrointestinalen Mikrobioms existieren
dabei auch etablierte Hypothesen zur Beeinflussung pathologischer Prozesse. Diese
umfassen unter anderem die Beeinflussung des epithelialen Tight-junctions-Verbandes
mit erhohtem Aufkommen bakterieller Lipopolysaccharide im Blut und damit
einhergehender systemischer Entziindungsreaktion (Kinashi und Hase, 2021, Martel et
al., 2022), sowie ein vermindertes Aufkommen kurzkettiger Fettsduren (Morrison und
Preston, 2016). Dennoch gehen Mikrobiom-Studien nach wie vor mit einem hohen
Risiko einher, hauptsichlich indirekte Assoziationen ohne erwiesenen

Kausalzusammenhang zu erfassen (Schmidt et al., 2018).

Eine weitere Limitation von Mikrobiom-Studien kann in der relativen Natur der
kompositionellen Daten liegen. Mikroorganismen werden oft nicht in absoluter Anzahl
bemessen, sondern als Anteil an der gemessenen Gesamtpopulation in der Probe
beschrieben, ausgedriickt als relative Abundanz. Das bringt rein mathematisch bereits
das Problem mit sich, dass Verdnderungen der Abundanz eines Erregers, oder zum
Beispiel auch das Nicht-Erfassen im Rahmen der Untersuchung, zu einer verdnderten
Abundanz der anderen Organismen in der Gesamtpopulation fiihren (Ashton et al.,

2016).

Alternativ kdnnen zur statistischen Auswertung auch absolute Zahlen identifizierter
DNA-Abschnitte, beziehungsweise Reads verwendet werden. Das bringt jedoch den
Nachteil mit sich, dass oft groBe Unterschiede in der Gesamt-Readzahl von Proben
vorliegen, auch als Library size, oder Sequenzierungstiefe bezeichnet. Um dieses
Problem zu umgehen, konnen verschiedene Normalisierungsmethoden verwendet

werden, die darauf abzielen, Unterschiede in der Sequenzierungstiefe zu relativieren,
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jedoch auch mit dem Risiko einer Datenverzerrung einhergehen. Weitere Hiirden in der
Datenanalyse umfassen den Umgang mit einer hohen Falscherkennungsrate (False-
discovery-rate (FDR)) durch die notwendigerweise hohe Anzahl von Tests, die oft hohe
Anzahl von Nullwerten, die teilweise durch Addieren eines Pseudo-Counts korrigiert,
allerdings dadurch auch nachtraglich verzerrt werden, sowie das Problem der
Probennahmefraktion (Sampling fraction), das beschreibt, dass man nicht genau sagen
kann, ob ein Unterschied in der absoluten Readzahl, oder relativen Abundanz auf einen
tatsdchlichen Unterschied im untersuchten Okosystem, oder aber eine ungleiche
Probenentnahme/-verarbeitung zuriickzufiihren ist. Diesen Problemen kann nur bis zu
einem gewissen Punkt durch statistische Operationen entgegengewirkt werden (Lin und

Peddada, 2020b, Nearing et al., 2022).

Eine weiterfiihrende Charakterisierung des Mikrobioms basiert dann in der Regel auf
den der Okologie entlehnten Begriffen der Alpha- und Beta-Diversitit. Die Alpha-
Diversitit beschreibt dabei die biologische Diversitét innerhalb einer Probe. Sie kann
einfach anhand der Anzahl der Taxa innerhalb einer Probe, oder ausgedriickt {iber
verschiedene mathematische Indices beschrieben und zwischen Proben verglichen

werden (Ashton et al., 2016).

Die Beta-Diversitit beschreibt hingegen den Unterschied zwischen zwei Proben, oder
im biomedizinischen Kontext hiufig Fall- und Kontrollgruppen (Ashton et al., 2016).
Diese kann auf kompositioneller Ebene mit weiterfiihrenden statistischen Operationen
wie der Bray-Curtis-Dissimilaritdt und multidimensionaler Skalierung erfolgen (Ashton
et al., 2016), oder bezogen auf einzelne Taxa als differentielle Abundanz-Analyse (Lin
und Peddada, 2020b). Dazu gehdren statistische Verfahren wie Analysis of
Compositions of Microbiomes with Bias Correction 2 (ANCOM-BC2) (Lin und
Peddada, 2020a), oder Linear Discriminant Analysis Effect Size (LEfSe) (Segeta et al.,
2011).

1.2.2 Sequenzierungs- und Analysemethoden

Das Verstdandnis des Mikrobioms ist eng mit dem Fortschritt der Sequenzierungstechnik
verbunden. Nachdem die sogenannte Sanger-Sequenzierung als “First-Generation-
Sequencing"-Methode tituliert wurde, werden jiingere Methoden, die hauptséchlich in
Mikrobiom-Arbeiten zum Einsatz kommen, auch als Next-Generation-Sequencing-
Methoden (NGS) zusammengefasst. Diese konnen weiter in Second- und Third-

Generation-, oder anwendungsbezogener in Short- und Long-Read-Sequencing-
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Methoden unterteilt werden. Zu den Short-Read-Sequencing-Methoden gehdren vor
allem Ion Torrent und Illumina Plattformen, zu den Long-Read-Methoden Plattformen
von Pacific Bioscience und Oxford Nanopore. Aullerdem kann man grundlegend

zwischen DNA- und RNA-Sequenzierungen unterscheiden (Hu et al., 2021).

Short-Read-Methoden sequenzieren klonal amplifizierte DNA-Molekiile, oder Reads,
von 250 bis 800 Basenpaaren (bp). Long-Read-Methoden konnen hingegen Reads von
mehr als 10.000bp aus nativer DNA, ohne vorherige Amplifikation sequenzieren. Dabei
kann man Whole-Genome-, Whole-Exome-, Epigenome- und Targeted

Sequenzierungen unterscheiden (Hu et al., 2021).

Jede NGS-Methode setzt sich nach der Extraktion des genetischen Materials aus den
drei Schritten der Library preparation, der Sequenzierung und der Daten-Analyse
zusammen. Das Markieren von Proben mit kurzen, sogenannten “Barcode”-Sequenzen
erlaubt es dabei, viele Proben zugleich zu sequenzieren und die Sequenzen spéter zu
einzelnen Proben zuriickzuverfolgen. Der Prozess, mit dem aus einem rohen Signal eine
Nukleotidabfolge abgeleitet wird, wird auch als “Basecalling” bezeichnet (Hu et al.,
2021).

[llumina-Sequenzierungen basieren dabei auf dem Prinzip des “Sequencing-by-
Synthesis". Dazu wird die DNA zunichst mechanisch, enzymatisch, oder chemisch
fragmentiert, damit dann an beiden Enden der Fragmente Adapter ligiert werden. Die
Sequenz dieser Adapter ist komplementdr zu den fiir die Sequenzierung gewahlten
Primern, die sich gebunden als “Rasen” in der sogenannten Flow cell befinden. Die
Fragmente binden dadurch tiber ihre Adapter an den Primern auf der Flow cell. Eine
Polymerase synthetisiert an den gebundenen Fragmenten komplementére Gegenstrange,
was aufgrund der “Beugung” der Fragmente auch als “Briicken-PCR” (Polymerase-
Chain-Reaction) bezeichnet wird. Durch Trennung der Stringe und Wiederholung des
Ablaufs entsteht eine grofle Zahl von komplementéren Einzelstringen. Es folgt die
Zugabe von Primern, einer weiteren Polymerase und fluoreszierender Nukleotide. In
jedem nun folgenden Sequenzierungszyklus wird ein entstehender, komplementérer
Strang um ein Nukleotid verldngert, die fluoreszierende Markierung mit einem Laser
angeregt und das entstehende Lichtsignal ausgelesen. In einem weiteren Schritt kann ein
komplementérer Strang aus der entgegengesetzten Richtung auf dieselbe Weise
synthetisiert werden, was man als “paired-end” Sequenzierung bezeichnet und die

Qualitdt der Sequenzierungsdaten steigert (Hu et al., 2021).
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Die Oxford Nanopore Technologie basiert hingegen auf der Passage von einstrangigen
Nukleinsduren durch eine Protein-Pore. Dazu enthalten die sogenannten Flow cells in
eine Membran eingebettet tausende der namensgebenden Poren. An der DNA ligierte
Adapter ermoglichen die Bindung an die Pore, woraufhin ein Motorprotein am 5’-Ende
des Adapters angetrieben durch einen Ionen-Strom den Einzelstrang durch die Pore
bewegt. Die Passage jedes Nukleotids induziert dabei eine charakteristische Storung des
Ionen-Stroms. Diese kann in Echtzeit gemessen werden und gibt Riickschluss auf die

DNA-Sequenz (Hu et al., 2021).

Short-Read-Sequencing allgemein und Sequenzierungen auf einer Illumina-Plattform
im Speziellen bieten den Vorteil, mit einer etablierten Technologie mit
anerkanntermafBen hoher Genauigkeit zu arbeiten. Nachteile sind vor allem eine lange
Laufzeit und gegeniiber der Oxford Nanopore Technologie die Grofe der Gerétschaften.
Demgegeniiber bieten Long-Read-Sequenzierungen auf einer Oxford-Nanopore-
Plattform den Vorteil auch ldngere, repetitive Sequenzen zu erfassen und durch die
Verwendung nativer DNA Amplifikations-basierte Fehler zu vermieden. Dariiber
hinaus ist ein Auslesen der Sequenzierungsergebnisse unmittelbar moglich (“Real-
Time-Sequencing") und die notwendigen Gerite sind deutlich kleiner und grundsétzlich
leicht zu transportieren. Zentraler Nachteil war nach Einfiihrung eine hohere Fehlerrate,
die jedoch mit zunehmender Weiterentwicklung bereits geringer geworden ist (Hu et al.,

2021).

Zusétzlich zur Frage nach der Sequenzierungs-Plattform muss abhidngig vom
biologischen Kontext auBerdem entschieden werden, was genau sequenziert werden
soll. Im Kontext der Mikrobiom-Charakterisierung spielt vor allem die Sequenzierung
des 16S rRNA-Gens eine zentrale Rolle, die zusammen mit der Whole-Genome-, oder
metagenomischen “Shotgun”-Sequenzierung die aktuell wichtigsten Methoden im

Kontext der Mikrobiom-Forschung bilden (Wensel et al., 2022).

Das 16S rRNA-Gen codiert die ribosomale 16S-RNA, welche ein Teil der kleinen 30S-
Untereinheit prokaryotischer Ribosomen bildet (Lane et al., 1985). Dieses Gen wird zur
taxonomischen Zuordnung von Bakterien genutzt, da es ubiquitér vorkommt und hoch
konservierte Regionen mit grofer Ahnlichkeit zwischen Bakterien-Spezies enthilt.
Zwischen diesen konservierten Regionen finden sich die variablen Regionen V1 bis V9,
die eine Identifikation der Bakterien erlauben. Dabei werden typischerweise nur eine,

oder mehrere dieser Regionen sequenziert. Fiir diese werden spezifische Primer kreiert,
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die eine PCR-basierte Amplifikation der variablen Regionen erlauben. Sequenzierungen
des kompletten 16S rRNA-Gens werden ebenfalls hdufiger und sollen eine bessere
Differenzierung der unterschiedlichen Taxa ermdglichen (Ashton et al., 2016, Wensel et
al., 2022). Short-Read-Sequenzierungs-Methoden konnen das 16S rRNA-Gen mit
seinen etwa 1550bp nicht vollstindig erfassen, sodass Taxa mit groBer Ahnlichkeit nicht
differenziert werden und die Auflosung meist auf das Genus-Level limitiert ist. Full-
Length-Sequenzierungen des 16S rRNA-Gens bieten daher eine bessere
Differenzierung, gehen jedoch auch mit einer hoheren Fehlerrate einher (Curry et al.,
2022). Auflerdem steigen Sequenzierungszeit und —kosten ebenfalls mit der Zahl der

sequenzierten V-Regionen (Ashton et al., 2016, Wensel et al., 2022).

Fiir metagenomische Sequenzierungen erfolgt keine gezielte Amplifizierung einzelner
Genabschnitte, sondern das gesamte genetische Material in einer Probe wird
sequenziert. Das erlaubt die zusitzliche Identifikation von Eukaryoten und DNA-Viren,
sowie funktionale Annotationen, sprich, Aussagen iiber zum Beispiel die Abundanz von
Genen assoziiert mit bestimmten Stoffwechselwegen. Nachteile dieser Methode sind ein
hoher Anteil meist menschlicher Wirts-DNA und ein hoherer Bedarf an

Ausgangsmaterial aufgrund der fehlenden Amplifikation (Wensel et al., 2022).

Die generierten Reads konnen dann mit Hilfe verschiedener, bioinformatischer
Software-Tools weiterverarbeitet werden. Diese arbeiten mit unterschiedlichen
Algorithmen, die teils sehr unterschiedlichen Prinzipien folgen: So arbeitet Emu mit den
Wahrscheinlichkeiten fiir ein korrektes Alignment von Reads zu Datenbank-Sequenzen
(Curry et al., 2022), Kraken mit der Generierung von k-meren und Zuordnung zu
taxonomischen Stammb&dumen (Wood und Salzberg, 2014) und QIIME (Quantitative
Insights into Microbial Ecology) mit dem Zusammenfassen von Reads mit einer
gewissen Mindest-Ahnlichkeit zu sogenannten Operation Taxonomic Units (OTU). Ein
OTU stellt dabei eine Gruppe dhnlicher Sequenzen dar, die typischerweise auf einem
festgelegten Ahnlichkeitsniveau (z.B. 97 %) gebildet wird, und reprisentiert daher in
etwa ein Taxon, ohne notwendigerweise eine exakte Spezieszuordnung zu haben. Die
Anzahl der Reads, die einem OTU zugeordnet sind, kann anschlieend als absolute
Haufigkeit oder als relative Abundanz eines bestimmten Taxons in einer Probe
betrachtet werden. Fiir eine weiterfithrende statistische Auswertung werden in der Regel
mehrere Proben mit ihren OTUs zu einer OTU-Tabelle zusammengefasst (Ashton et al.,

2016) (siehe 2.6 Datenanalyse und Statistik).
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1.2.3 Charakteristiken des oralen Mikrobioms

Der Begriff des oralen Mikrobioms beschreibt die Gesamtheit aller Mikroorganismen
der Mundhéhle. Die Charakterisierung dieses Okosystems unterliegt stindigem Wandel,
jedoch gilt es als allgemein akzeptiert, dass es sich aus iiber 700 mikrobiellen Spezies
zusammensetzt. Laut der Human Oral Microbiome Database sind im Jahr 2023 774
bakterielle Spezies bekannt, davon 58% offiziell benannt, 16% unbenannt aber kultiviert
und 26% unbenannt und noch nicht kultiviert (Chen et al., 2010). Damit gilt das orale
Mikrobiom nach dem gastrointestinalen als das zweit-diverseste Mikrobiom des

menschlichen Korpers (Sudhakara et al., 2018, Sureda et al., 2020).

Die Mundhohle lésst sich dabei in verschiedene anatomische Nischen mit potentiell
unterschiedlicher, mikrobieller Besiedlung unterteilen. Zu diesen Nischen zdhlen unter
anderem Lippen, Zunge, Tonsillen, harter/weicher Gaumen, Zahne und der
sub-/supragingivale Raum. Dadurch und durch eine Vielzahl teils sehr unterschiedlicher
Umwelteinfliisse, allen voran die Erndhrung, mechanische und chemische Mundpflege
und Rauchen, wird eine einheitliche Charakterisierung des oralen Mikrobioms

erschwert (Sureda et al., 2020).

Als weit verbreitete Phyla im oralen Mikrobiom gelten Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria und Spirochetes, wahrend Actinomyces,
Capnocytophaga, Corynebacterium, Fusobacterium, Leptotrichia, Prevotella, Rothia,
Selenomonas, Streptococcus, Treponema und Veillonella als wichtige Genera

beschrieben wurden (Sureda et al., 2020).

1.2.4 Das orale Mikrobiom und Parodontalerkrankungen

Mit einer exemplarischen Pravalenz von 42% bei US-Biirgern {iber 30 Jahren stellt
Parodontitis eine gro3e Belastung fiir Gesundheitssysteme weltweit dar (Eke et al.,
2018). Seit dem International Workshop for a Classification of Periodontal Diseases and
Conditions 1999 werden Erkrankungen des Zahnhalteapparates, oder
Parodontalerkrankungen, in 8 Hauptgruppen unterteilt: Gingivale Erkrankungen
(inklusive der Plaque-induzierten Gingivitis), chronische Parodontitis, aggressive
Parodontitis, Parodontitis als Manifestation einer systemischen Erkrankung,
nekrotisierende Parodontalerkrankung, Parodontitis assoziiert mit endodontalen
Léasionen und entwicklungsbedingte und erworbenen Deformationen (Armitage, 2000).
Dabei werden vor allem die inflammatorisch bedingte Gingivitis und Parodontitis mit

Verianderungen des oralen Mikrobioms in Verbindung gebracht (Abusleme et al., 2021).
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Die S3-Leitlinie zur Behandlung von Parodontitis der Deutschen Gesellschaft fiir
Parodontologie (DG PARO) definiert Parodontitis als “fortschreitende Destruktion des
Zahnhalteapparats” mit “Verlust der parodontalen Gewebe, welcher sich durch Verlust
an klinischem Attachmentlevel (Clinical Attachment Loss (CAL)) und radiologisch
nachweisbaren Knochenabbau, die Ausbildung parodontaler Taschen und gingivale
Blutung manifestiert” (DG PARO, DGZMK, AWMF 2020). Bezogen auf die
Pathophysiologie wird die Parodontitis dabei bereits als “multifaktorielle, chronisch
entziindliche Erkrankung im Zusammenhang mit einem dysbiotischen Biofilm” (DG

PARO, DGZMK, AWMF 2020) beschrieben.

Bevor die Parodontitis als dysbiotische Erkrankung identifiziert wurde, existierte bereits
eine Reihe von Krankheitshypothesen, die den Weg dorthin bereitet haben. Durch
kulturelle Anzucht konnte man zunichst demonstrieren, dass die subgingivale,
mikrobielle Zusammensetzung bei Parodontitis deutliche Veranderungen durchlief. Da
man bei dieser Verdanderung noch von einer klassischen, infektiologischen Hypothese
ausging, versuchte man zunéchst die entsprechenden Ausloser-Keime zu identifizieren.
Das Ergebnis war die Charakterisierung des sogenannten “Red-complex” aus
Porphyromonas gingivalis (PG), Treponema denticola und Tannerella forsynthia.
Weniger pathogene, jedoch immer noch-Parodontitis-assoziierte Bakterien wurden als
Orange-Complex zusammengefasst, wihrend andere Bakterien-Konstellationen, die mit
oraler Gesundheit vereinbar zu sein schienen, als Blue-, Purple- und Green-Complex
betitelt wurden (Abdulkareem et al., 2023, Hajishengallis und Lamont, 2012, Socransky
et al., 1998). Die Tatsache, dass sich im Tierexperiment durch die “Implantation” von
PG (damals noch unter dem Namen “Bacteroides gingivalis”) eine Parodontitis auslosen

lieB, schien die infektiologische Hypothese zunéchst zu unterstiitzen (Holt et al., 1988).

Mit Hilfe von Kultur-unabhéngige Methoden konnte dieses Szenario einer durch exogen
zugefiihrte Bakterien induzierten Infektion weitestgehend widerlegt werden, da die
Bakterien des Red complex zum einen auch in gesunden Menschen zu finden sind und
zum anderen eine Vielzahl anderer Spezies ebenfalls mit dem Krankheitszustand

assoziiert sind (Hajishengallis und Lamont, 2012).

Mittlerweile geht man davon aus, dass eine Parodontitis das Ergebnis eines
polymikrobiellen Synergismus ist: Mikroorganismen organisieren sich durch
Interspezies-Kommunikation koadhésiv in Form von Biofilmen und wirken

proinflammatorisch, zunéchst allerdings noch kontrolliert durch das Immunsystem
17



(Hajishengallis und Lamont, 2012). Das parodontale Gewebe verfiigt dabei iiber ein
spezialisiertes System von Mechanismen des angeborenen Immunsystems: Wéhrend
zum Beispiel im Darm ein ausgepriagter Mucus-Film den Kontakt zwischen Epithel und
Mikroorganismen limitiert, ist der Kontakt im Mund deutlich unmittelbarer. Zugleich
weist das gingivale Epithel groBere interzelluldre Rdume auf, ist also insgesamt
“durchléssiger”. Dadurch konnen permanent Neutrophile zwischen gingivalem Gewebe
und gingivalem Spalt zirkulieren, ohne dass dieses erhohte Autkommen von
Neutrophilen nur bei bakterieller Infektion vorzukommen scheint, wie es in anderen
Korperregionen der Fall wire. Diese Formation eines lokalen “Neutrophilen-Walls”
wird moglich durch ein sehr spezifisch lokalisiertes Expressionsmuster von unter
anderem Interleukin-8, Toll-like-Rezeptoren, Defensinen, Lipopolysaccharid-binding-

protein und léslichem CD14 (Cluster of Differentiation) (Darveau, 2010).

Dieser Zustand kontrollierter Inflammation und immunologischer Homoostase kann
dann vermittelt durch Schliisselerreger durchbrochen werden. So kénnen PG und
Treponema denticola unter anderem die Interleukin-8-Sekretion-/Funktion hemmen.
Das Fehlen eines Interleukin-8-Gradienten stort die lokalisierte Immunabwehr des
gingivalen Epithels, was zur Enthemmung des bakteriellen Wachstums fiihrt und die
immunologische Reaktion weniger zielgerichtet stattfinden ldsst (Darveau, 2010,

Hajishengallis und Lamont, 2012).

1.2.5 Die Keystone-Hypothese oraler Dysbiose

Die Schliisselrolle, die vor allem PG in der Pathophysiologie der Parodontitis
einnehmen kann, wurde in der sogenannten Keystone-Hypothese festgehalten. Ein
Keystone-Pathogen ist dabei ein Erreger, der nur in geringen Konzentrationen in einem
mikrobiellen Okosystem vorkommt, dort aber Mechanismen ausldst, die die
Pathogenitit der polymikrobiellen Gemeinschaft steigern. Der Gegenentwurf zu dieser
Art der Pathogenitit wiére ein dominanter Erreger, der andere Mikroorganismen

verdriangt (Hajishengallis et al., 2012).

In diesem Szenario inhibiert PG zundchst Mechanismen der angeborenen Immunabwehr
und enthemmt dadurch das Wachstum der Mikroorganismen im parodontalen Biofilm
(Darveau, 2010). Dadurch kommt es zur initialen Verschiebung der mikrobiellen
Gemeinschaft hin zu einem dysbiotischen Verband. Das unkontrollierte Wachstum 16st
eine zunehmend unkontrollierte, inflammatorische Immunreaktion aus, es kommt zur

proteolytischen Gewebedestruktion, was zum einen die Mikroorganismen mit
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Néhrstoffen versorgt (unter anderem PG, der auf Him-Eisen angewiesen ist (Olczak et
al., 2005)) und zum anderen langfristig zum Parodontitis-typischen Verlust des

parodontalen Gewebes fiihrt (Hajishengallis et al., 2012).

Diese These wird durch eine Reihe von Tier-Experimenten gestiitzt: So induziert PG in
Maiusen in Konzentrationen unter 0,01% zunéchst eine dysbiotische Verschiebung des
Mikrobioms, dem dann eine parodontale Entziindung und spéter Knochenabbau folgen

(Hajishengallis et al., 2011).

Dabei ist dieser Prozess offenbar auch abhingig vom angeborenen Immunsystem und
dem Synergismus der mikrobiellen Gemeinschaft: Weder in steril aufgezogenen “Germ-
free mice”, noch in Miusen defizient in Rezeptoren des Komplementsystems kann PG

alleine eine Parodontitis auslosen (Hajishengallis et al., 2011).

1.2.6 Die Pathobionten-Hypothese

Eine weitere Hypothese, die sich mit der Rolle von PG in der Pathophysiologie der
Parodontitis auseinandersetzt, ist die Pathobionten-Hypothese. Als Pathobiont werden
dabei Mikroorganismen mit pathogenem Potential bezeichnet, die aber auch in der
gesunden Bevolkerung zu finden sind, ohne dass sie dort pathologische Prozesse
ausldsen. In diesem Ruhezustand scheinen sie trotz ihres pathogenen Potentials nicht

von mukosalen, dendritischen Zellen erkannt zu werden (Meghil und Cutler, 2020).

In diesem Szenario fiihrt eine initiale Immunreaktion des angeborenen Immunsystems
auf einen sich formierenden Biofilm dazu, dass PG “aufgeweckt” wird. Neben den
zuvor genannten Mechanismen zum Unterlaufen der angeborenen Immunantwort kann
das Bakterium in diesem “wachen’ Zustand auch dendritische Zellen infizieren, in
diesen der autophagischen Abwehr entgehen und die Apoptose seiner “Wirtszelle”
hemmen. Dadurch steigt die Lebensdauer der dendritischen Zellen, die als Antigen-
préasentierende Zellen nun eine unverhéltnisméfBige Reaktion des erworbenen
Immunsystems begiinstigen, was in zusitzlicher, inflammatorischer Destruktion
resultiert (Meghil und Cutler, 2020). Diese Abhédngigkeit von PG vom erworbenen
Immunsystem konnte auch in CD4-T-Zell-defizienten Méusen gezeigt werden, die nach
oraler Infektion einen geringeren Knochenabbau als Kontrolltiere aufwiesen (Baker et

al., 1999).

Die traditionelle Bedeutung von PG als Teil des Red complex (Hajishengallis und
Lamont, 2012), seine Abhéngigkeit von der mikrobiellen Gemeinschaft (Hajishengallis
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etal., 2011) und dem Immunsystem (Baker et al., 1999, Hajishengallis et al., 2011),
zusammen mit seinem Potential sowohl die angeborene (Darveau, 2010), als auch
erworbene (Meghil und Cutler, 2020) Immunantwort zu dysregulieren machen dieses
Bakterium zu einem potentiellen Schliisselelement bei der Entstehung oraler Dysbiose

und potentiell assoziierter Erkrankungen.

1.3 Zusammenhinge zwischen oralen Pathologien, dem oralem Mikrobiom und
der Alzheimer-Krankheit

1.3.1 Zusammenhénge zwischen Zahnverlust, Parodontalerkrankungen und der
Alzheimer-Krankheit

Zahnverlust ist eine typische Folge unbehandelter Parodontitis bedingt durch den
fortschreitenden Gewebeverlust (DG PARO, DGZMK, AWMF 2020). In
Querschnittsstudien ist Zahnverlust dabei assoziiert mit kognitiver Einschrankung
(Grabe et al., 2009, Naorungroj et al., 2013, Park et al., 2013, Ranjan et al., 2019,
Takata et al., 2009) und Veridnderungen der weilen Substanz (Minn et al., 2013),
wihrend longitudinale Arbeiten ein erhdhtes Risiko fiir kognitiven Abbau,
Gedichtnisstorungen und Demenz zeigen (Batty et al., 2013, Kaye et al., 2010,
Okamoto et al., 2015, Stein et al., 2007, Paganini-Hill et al., 2012, Reyes-Ortiz et al.,
2013, Stewart et al., 2015, Takeuchi et al., 2017, Yamamoto et al., 2012, Yoo et al.,
2019). Dabei kam zumindest eine Arbeit zu dem Schluss, dass dieser Zusammenhang
bei der Alzheimer-Krankheit stiarker ausgeprégt ist als bei vaskuldrer Demenz (Takeuchi

etal., 2017).

Zu dhnlichen Ergebnissen kommen Arbeiten, die sich mit Parodontitis und der
Alzheimer-Krankheit befassen: So weisen Parodontitis-Patienten ein hoheres Risiko fiir
spateren kognitiven Abbau, Demenz und Alzheimer auf (Chen et al., 2017, Choi et al.,
2019, Iwasaki et al., 2019, Lee, Hu et al., 2017, Lee, Lee, Hu et al., 2017, Naorungroj et
al., 2015). Ahnlich sieht es bei Probanden mit erhdhten Serum-Konzentrationen von
Antikorpern gegen Parodontitis-Erreger aus, die ebenfalls ein gesteigertes Alzheimer-
Risiko zeigen (Noble et al., 2014, Sparks-Stein et al., 2012). Auch bei bereits
bestehender Diagnose konnte man zeigen, dass Patienten mit Alzheimer hohere
Konzentrationen von Antikorpern aufwiesen als gesunde Kontrollen (Kamer et al.,
2009). Andere Arbeiten konnten unabhéngig von der kognitiven Leistung einen

Zusammenhang zwischen der klinischen Parodontitis-Diagnose und der AB-
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Konzentration im Blut (Gil-Montoya et al., 2017, Leira et al., 2020) und der AB-Last in
der Bildgebung (Kamer et al., 2015) feststellen.

Dabei ist all diesen Ergebnissen gemeinsam, dass sie durch unterschiedliche
Einflussfaktoren verzerrt werden konnen, da zum Beispiel Patienten mit Demenz eine
schlechtere Mundhygiene zeigen (Marchini et al., 2019), wéhrend Parodontitis unter
anderem als Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Erkrankungen gilt (Sanz et al., 2020), die

wiederum das Alzheimer-Risiko steigern (Gaugler et al., 2016).

1.3.2 Porphyromonas gingivalis und die Alzheimer-Krankheit

Neben einem allgemeinen Zusammenhang zwischen Parodontitis und der Alzheimer-
Krankheit wird auch PG mit diesem Krankheitsbild in Verbindung gebracht. So konnte
PG-DNA in Liquor und Saliva von Patienten mit kognitiver Einschrankung,
wahrscheinlich zuriickzufiihren auf eine Demenz bei Alzheimer-Krankheit,

nachgewiesen werden (Dominy et al., 2019).

Post-mortem konnte im Gehirn von Alzheimer-Patienten ebenfalls PG-DNA und
dariiber hinaus die PG-Protease Gingipain nachgewiesen werden. Deren
immunhistochemischer Nachweis korrelierte mit dem Nachweis von Tau-Protein, das
wiederum als Ziel der Proteolyse durch Gingipain identifiziert wurde (Dominy et al.,
2019). Eine andere Arbeit konnte post-mortem PG-Lipopolysaccharide in den Gehirnen
von Alzheimer-Patienten, jedoch nicht bei gleich alten, gesunden Kontrollprobanden

finden (Poole et al., 2013).

In Tier-experimentellen Studien konnte dariiber hinaus wiederholt gezeigt werden, dass
PG eine Alzheimer-typische Pathologie auslosen kann. Die Applikation von PG erfolgte
dabei in den Mund (Ding et al., 2018, Dominy et al., 2019, Ilievski et al., 2018, Ishida et
al., 2017, Poole et al., 2015) sowie intraperitoneal (Nie et al., 2019) und intrazerebral
(Liu et al., 2017). Alternativ wurden PG-Lipopolysaccharide intraperitoneal (Wu et al.,
2017), intrazerebroventrikuldr (Hayashi et al., 2019) und periodontal (Qian et al., 2021)
appliziert. Als Konsequenz kam es bei den Tieren zu kognitivem Abbau (Ding et al.,
2018, Hayashi et al., 2019, Ishida et al., 2017, Qian et al., 2021, Wu et al., 2017),
Anzeichen von Neurodegeneration (Dominy et al., 2019, Ilievski et al., 2018, Liu et al.,
2017, Poole et al., 2015, Qian et al., 2021, Wu et al., 2017) und einer gesteigerten A-
Produktion (Ding et al., 2018, Dominy et al., 2019, Hayashi et al., 2019, Ishida et al.,
2017, Nie et al., 2019, Qian et al., 2021)
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Ein moglicher Kausalzusammenhang zwischen der Alzheimer-Krankheit und PG,
beziehungsweise seiner Protease Gingipain wird auBBerdem durch Arbeiten zu einem
moglichen therapeutischen Ansatz gestiitzt. Der small-molecule-Inhibitor COR388 ist
ein oral bioverfiigbarer, Blut-Hirn-Schranken-gingiger Inhibitor von Gingipain
(Sabbagh und Decourt, 2022). Mause, denen oral PG appliziert wurde und die dann
COR388 bekamen, zeigten eine geringere AB-Last und Neuroinflammation als
unbehandelte Tiere (Dominy et al., 2019). Eine darauthin durchgefiihrte Phase-1-Studie
mit Alzheimer-Patienten und élteren, kognitiv gesunden Probanden kam zu dem
Schluss, dass COR388 sicher ist und gut toleriert wird. Allerdings musste die folgende
Phase-2-Studie aufgrund von hepatotoxischen Nebenwirkungen abgebrochen werden

(Kaba et al., 2018, Sabbagh und Decourt, 2022).

Unabhéngig von diesen Ergebnissen stellt sich dariiber hinaus die Frage, wie eine
mogliche Wirkung von PG, oder anderen oralen Mikroorganismen, auf die Pathologie
der Alzheimer-Krankheit zu Stande kommen kann. Moglich wéren hier zunéchst
indirekte Mechanismen, indem Parodontitis zum Beispiel eine systemische Entziindung
fordert (Machado et al., 2021) und dariiber Neuroinflammation (Teixeira et al., 2017),
Storungen der Blut-Hirn-Schranke (Varatharaj und Galea, 2017), oder
kardiometabolische Erkrankungen (Carrizales-Septlveda et al., 2018) begiinstigt. Damit
wire allerdings der Nachweis verschiedener PG-Bestandteile im ZNS noch nicht

hinreichend erklart (Dominy et al., 2019, Poole et al., 2013).

Es ist wichtig zu betonen, dass bislang nur bakterielle Bestandteile, nicht aber das
Bakterium selber im zentralen Nervensystem von Alzheimer-Patienten nachgewiesen
wurden (Nara et al., 2021). Auch wenn mogliche Wege fiir einen direkten
Bakterientransport postuliert wurden (Singhrao und Olsen, 2018), bleibt die Blut-Hirn-
Schranke eine Hiirde, die nicht selbstverstdndlich von einem Mikroorganismus

iiberwunden werden kann (Nara et al., 2021, Singhrao und Olsen, 2018).

Aus diesem Grund wurde ein alternativer Erkldrungsansatz postuliert, der die
sogenannten “outer membrane vesicles” von PG in den Vordergrund riickt. Dabei
handelt es sich um proteo-liposomale Strukturen, die sich von der Membran von PG
abldsen und unter anderem Gingipain und andere Virulenzfaktoren, Lipopolysaccharide
und genetisches Material enthalten (Nara et al., 2021). Diese Vesikel kénnen von
eukaryotischen Zielzellen aufgenommen werden, was bereits bei PG und anderen

parodontalen Erregern demonstriert werden konnte (Choi et al., 2017). Auch wenn die
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Bedeutung dieser Vesikel fiir die Pathogenitdt von Mikroorganismen erst seit relativ
kurzer Zeit Beachtung findet (Nara et al., 2021), bieten sie doch einen attraktiven
Erklarungsansatz fiir den Einfluss von PG auf die Alzheimer-Krankheit, da sie durch die
enthaltenen Virulenzfaktoren viel von seinem pathogenen Potential beinhalten und dank
ihrer Grofle im Nanometer-Bereich deutlich wahrscheinlicher die Blut-Hirn-Schranke
passieren konnten (Elashiry et al., 2024, Singhrao und Olsen, 2018). Im Tierexperiment
konnte man bereits zeigen, dass PG-Vesikel nach oraler Gabe Gedéchtnisstorungen,
Neuroinflammation und Tau-Phosphorylierung auslosen. Aulerdem konnte man mittels
konfokaler Mikroskopie und fluoreszent markierter Vesikel visuell nachweisen, dass die

Vesikel bis ins ZNS der Tiere gelangen (Gong et al., 2022).

1.3.3 Orale Dysbiose in Alzheimer-Patienten

Mindestens 24 klinische Studien haben sich bereits mit dem oralen Mikrobiom bei
Demenz, beziehungsweise kognitivem Abbau auseinandergesetzt (Bathini et al., 2020,
Chen, Cao et al., 2022, Chen, Wang et al., 2022, Chen, Xu et al., 2022, Chen et al.,
2023, Cirstea et al., 2022, Cockburn et al., 2012, Da et al., 2023, Fogelholm et al., 2023,
Fu et al., 2022, Guo, Li et al., 2023, Holmer et al., 2021, Issilbayeva et al., 2024, Lin et
al., 2024, Liu et al., 2019, Na et al., 2024, Panzarella et al., 2022, Qiu et al., 2024,
Tadjoedin et al. 2022, Taati Moghadam et al., 2022, Troci et al., 2024, Wu et al., 2021,
Yang, Tao et al., 2021, Yang et al., 2023). Da unsere Arbeitsgruppe erst kiirzlich die
Mehrzahl der genannten Studien in einem systematischen Review beleuchtet hat (Weber

et al., 2023), sollen an dieser Stelle nur die wichtigsten Aspekte erwahnt werden:

23 Arbeiten hatten ein Querschnittsdesign, bei dem Patienten mit MCI (Da et al., 2023),
einer allgemeinen Demenz (Chen et al., 2023, Cockburn et al., 2012), einer Demenz bei
Alzheimer-Krankheit (Bathini et al., 2020, Chen, Wang et al., 2022, Chen, Xu et al.,
2022, Cirstea et al., 2022, Fogelholm et al., 2023, Fu et al., 2022, Guo, Li et al., 2023,
Holmer et al. 2021, Issilbayeva et al., 2024, Liu et al., 2019, Na et al., 2024, Panzarella
et al., 2022, Qiu et al., 2024, Taati Moghadam et al., 2022, Troci et al., 2024, Wu et al.,
2021, Yang, Tao et al., 2021, Yang et al., 2023), oder kognitiver Einschrankung (Lin et
al., 2024, Tadjoedin et al., 2022) mit gesunden Kontroll-Probanden und zum Teil einer
weiteren Gruppe von Probanden mit milder Demenz bei Alzheimer-Krankheit (Chen,
Xu et al., 2022), MCI (Bathini et al., 2020, Chen et al., 2023, Fogelholm et al., 2023,
Holmer et al., 2021, Panzarella et al., 2022, Qiu et al., 2024, Troci et al., 2024, Wu et
al., 2021), oder subjektivem, kognitivem Abbau (Chen et al., 2023, Fogelholm et al.,
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2023, Holmer et al., 2021, Wu et al., 2021), verglichen wurden. Eine Arbeit verglich
aullerdem Alzheimer-Patienten mit unterschiedlichem Essverhalten, an Stelle einer
Kontrollgruppe (Chen, Wang et al., 2022) und eine Arbeit untersuchte longitudinal das
orale Mikrobiom von Alzheimer-Patienten vor und nach einer mehrwochigen

Mundpflege-Intervention (Chen, Chao et al., 2022).

Die klinische Diagnostik erfolgte in der Regel mittels MMST, einmal mit Varianten des
CERAD (Lin et al., 2024), dreimal mittels Montreal cognitive Assessment Test
(MoCA) (Chen et al., 2023, Qiu et al., 2024, Troci et al., 2024) und in drei Féllen
zusitzlich mit Hilfe kranialer Bildgebung (Chen, Xu et al., 2022, Na et al., 2024, Taati
Moghadam et al., 2022,). Das Probenmaterial variierte zwischen Saliva (Bathini et al.,
2020, Da et al., 2023, Fu et al., 2022, Guo, Li et al., 2023, Issilbayeva et al., 2024, Liu
etal., 2019, Yang, Tao et al., 2021, Yang et al., 2023), subgingivalen Proben (Chen,
Cao et al., 2022, Chen, Wang et al., 2022, Chen, Xu et al., 2022, Chen et al., 2023,
Cockburn et al., 2012, Fogelholm et al., 2023, Holmer et al., 2021, Issilbayeva et al.,
2024, Na et al., 2024, Panzarella et al., 2022, Qiu et al., 2024, Taati Moghadam et al.,
2022, Tadjoedin et al., 2022), supragingivalen Proben (Chen, Cao et al., 2022, Holmer
et al., 2021, Issilbayeva et al., 2024, Na et al., 2024, Taati Moghadam et al., 2022, Wu
et al., 2021), zusitzlichen Stuhlproben (Chen, Wang et al., 2022, Chen, Xu et al., 2022,
Cirstea et al., 2022, Troci et al., 2024), Gingivalfliissigkeit (Guo, Li et al., 2023),
buccalen (Issilbayeva et al., 2024, Taati Moghadam et al. 2022, Na et al., 2024, Troci et
al., 2024) lingualen Proben (Issilbayeva et al., 2024, Taati Moghadam et al., 2022) und
Proben von der Zahnoberfldche (Taati Moghadam et al., 2022). Lin et al. verwendeten
auerdem eine Mundspiilung (Lin et al., 2024), wihrend Issilbayeva et al. zusétzlich
Abstriche von Gingiva, Gaumen, Tonsillen und Rachen einsetzten (Issilbayeva et al.

2024).

Alle Arbeiten auler Guo, Li et al., Wu et al., Panzarella et al., Qiu et al. und Taati
Moghadam et al. nutzten Methoden zur Sequenzierung einzelner variabler Regionen des
16S-rRNA-Gens. Panzarella et al. und Taati Moghadam et al. fiihrten stattdessen eine
quantitative Real-time-PCR auf parodontale Pathogene durch, weswegen ihre Arbeiten
nur begrenzt im Kontext des oralen Mikrobioms Beriicksichtigung finden kénnen
(Panzarella et al., 2022, Taati Moghadam et al., 2022). Guo, Li et al., Wu et al. und Qiu
et al. fihrten eine Full-Length-Sequenzierung der variablen Regionen V1 bis V9 mit

Hilfe einer PacBio-Sequenzierungs-Plattform durch (Guo, Li et al., 2023, Qiu et al.,
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2024, Wu et al., 2021), wihrend die verbleibenden Arbeiten auf einer Illumina-
Sequenzierungs-Plattform und den variablen Regionen V3 und V4, beziehungsweise

nur V4 (Lin et al., 2024), oder V1 und V2 (Troci et al., 2024) basieren.

Alle genannten Arbeiten konnten signifikante Unterschiede im oralen Mikrobiom
zwischen den verschiedenen Gruppen finden. Die Ergebnisse sind dabei jedoch teils
widerspriichlich. Bezogen auf die Alpha-Diversitit wurden sowohl eine hohere (Cirstea
et al., 2022, Fogelholm et al., 2023, Holmer et al., 2021, Issilbayeva et al., 2024, Lin et
al., 2024, Na et al., 2024), als auch eine niedrigere (Chen, Xu et al., 2022, Chen et al.,
2023, Da et al., 2023, Liu et al., 2019, Wu et al., 2021, Yang, Tao et al., 2021)
Diversitit bei den Fillen, oder auch gar kein Unterschied (Cockburn et al., 2012,
Bathini et al., 2020, Fu et al., 2022, Qiu et al., 2024, Tadjoedin et al. 2022, Troci et al.,
2024, Yang et al., 2023) dokumentiert. Bei der Beta-Diversitit identifizierten alle
Arbeiten Unterschiede auf verschiedensten taxonomischen Ebenen. Die Ergebnisse sind
allerdings auch hier nicht einheitlich, wobei zum Beispiel auf Speziesebene orale
Pathogene und vor allem PG in zum Teil hoherer (Chen et al., 2023, Cirstea et al., 2022,
Fu et al., 2022, Guo, Li et al., 2023, Holmer et al., 2021, Na et al., 2024, Panzarella et
al., 2022, Taati Moghadam et al., 2022, Tadjoedin et al., 2022, Troci et al., 2024) und
niedrigerer (Bathini et al., 2020, Fu et al., 2022, Issilbayeva et al., 2024) Abundanz zu
finden waren. Yang et al. konnten auflerdem in einer parallelen metabolomischen
Analyse des Speichels signifikante Unterschiede im metabolischen Profil von

Alzheimer-Patienten und Kontrollen identifizieren (Yang et al., 2023).

Mogliche Erkldrungen fiir diese Heterogenitét der Ergebnisse umfassen unter anderem
die sehr unterschiedlichen Methoden und Lokalisationen der Probenentnahme im Mund
und die uneinheitliche Differenzierung zwischen frithen und fortgeschrittenen Fillen
von Demenz, wodurch potentiell Verdnderungen zu sehr unterschiedlichen Zeitpunkten
der Pathogenese verglichen werden. So konnten zum Beispiel Bathini et al. durch
Differenzierung von Patienten mit MCI und Demenz bei Alzheimer-Krankheit und einer
zusitzlichen Unterdifferenzierung anhand der olfaktorischen Dysfunktion (einem
typischen Friihzeichen der Alzheimer-Krankheit (Kotecha et al., 2018)) eine
stufenweise Verdnderung des oralen Mikrobioms feststellen (Bathini et al., 2020).
Hinzu kommt eine grof3e Zahl unterschiedlicher Methoden der differentiellen

Abundanzanalyse, die alle mit einem teils sehr variablen Risiko Falsch-positiver
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Ergebnisse einhergehen und bekanntermaflen sehr unterschiedliche Ergebnisse erzielen

(Nearing et al., 2022).

Dabei hat keine der genannten Arbeiten den Ansatz verfolgt, durch Kombination
unterschiedlicher Sequenzierungsmethoden einige der Nachteile der unterschiedlichen
Sequenzierungsmethoden auszugleichen und die Robustheit der Ergebnisse durch
zusiétzliche Hierarchisierung der Ergebnisse zu verbessern, was zu den Zielen der

vorliegenden Arbeit fiihrt.

1.4 Ziele der Arbeit

Mit dieser Arbeit sollen mehrere Fragen beantwortet werden, die sich im Kern darum
drehen, ob das orale Mikrobiom die Entstehung und/oder das Fortschreiten der
Alzheimer-Krankheit beeinflusst:

1. Unterscheidet sich das orale Mikrobiom von Alzheimer-Patienten von kognitiv
gesunden Kontrollprobanden aus demselben Haushalt?

2. Lasst sich mittels Whole-Genome-Sequenzierung ein besseres Verstindnis eines
potentiellen Zusammenhangs zwischen dem oralen Mikrobiom und der
Alzheimer-Krankheit schaffen als mit einer 16S rRNA-Sequenzierung?

3. Unterscheiden sich die Ergebnisse einer 16S rRNA-Sequenzierung der variablen
Regionen V3 und V4 auf einer Illumina-Plattform von einer Sequenzierung der
Regionen V1 bis V9 auf einer Oxford-Nanopore-Plattform?

4. Lassen sich als differentiell abundant identifizierte Taxa besser in einen
biologischen Kontext einordnen, wenn man die Ergebnisse verschiedener
Sequenzierungsplattformen kombiniert und die Taxa nach der Haufigkeit der

Identifikation hierarchisiert?
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2 Material und Methoden

2.1 Materialiibersicht und Ablauf
Tabelle 1 Material

Material

Produktdetails

70% Ethanol-Losung

70mL 100% Ethanol mit 30mL Nuclease-freiem Wasser

96-Well-Platte

Digital Vortex-Genie 2

Scientific Industries, Inc.; Artikelnummer: 6240599

DNA/RNA Shield Collection Tube w/ Swab

Zymo Research; Artikelnummer: R1109

DNA/RNA Shield SafeCollect Saliva Collection Kit

Zymo Research; Artikelnummer: R1211

Eppendorf Kiihlzentrifuge

Eppendorf AG; Eppendorf 5417 R Kiihlzentrifuge;
Modell: 5407

Eppendorf-Tubes (1,5mL)

Eppendorf AG; DNA LoBind Tubes; Katalog-Nummer:
0030108051

Flow Cell (R9.4.1)

Oxford Nanopore Technologies; FLO-MIN106D

Flow Cell (R10.4.1)

Oxford Nanopore Technologies; FLO-MIN114

Hula-Mixer

Thermo Fisher Scientific; Artikelnummer: 15920D

Magnet-Rack

MinION Sequenziergerét

Oxford Nanopore Technologies; MIN-101B

Nuclease-freies Wasser

Thermo Fisher Scientific, Invitrogen; Artikelnummer:
AM9937

PCR-Cycler

Bio-Rad Laboratories; Bio-Rad C1000 Touch PCR
Thermal Cycler With Dual 48/48 Fast Reaction Module;
Artikelnummer: 1851148

PCR-Tube (0,2mL)

Pipetten (1-1000uL)

Pipettenspitzen (1-1000uL)

Qubit 3.0 Fluorometer

Thermo Fisher Scientific, Invitrogen; Artikelnummer:
Q33216

Qubit-Assay-Tube

Thermo Fisher Scientific, Invitrogen; Artikelnummer:
Q32856

Sammel-Tube (2mL)

Thermocycler

Eppendorf AG; Eppendorf 5332 Mastercycler

Tisch-Zentrifuge

VWR Mini-Star Centrifuge; VWR International;
Artikelnummer: 05533

Tris-HCI-NaCl-Losung

Vortex-Mixer

VWR International; VWR Collection Reax Vortex Mixer;
Artikelnummer: 444-1378

WHO-Parodontalsonde
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Tabelle 2 Laborkits mit Bestandteilen

Labor-Kits mit zu ergiinzendem Material

Produktdetails

16S Barcoding Kit 1-24

Oxford Nanopore Technologies; Artikelnummer: SQK-
165024

- AMPure XP Beads

- Flush-Buffer

- Flush-Tether

- Loading Beads

- Primer

- Rapid Adapter

- Sequencing Buffer

LongAMP Hot Start Taq 2X Master Mix

New England Biolabs; Artikelnummer: M0533S

Qubit 1X dsDNA Assay-Kit

Thermo Fisher Scientific, Invitrogen; Artikelnummer:
Q33230

- Qubit 1X dsDNA HS Working Losung (High
Sensitivity)

Sequencing gDNA — native barcoding Kit

Oxford Nanopore Technologies; Artikelnummer: SQK-
NBD112.24

- Adapter Mix II HC (Native Adapter)

- AMPure XP Beads

-EDTA

- Elution-Buffer

- Flow Cell Flush-Buffer

- Flow Cell Flush-Tether

- Loading Beads II (Library Beads)

- Native Barcodes

- Sequencing Buffer II

- Short-Fragment-Buffer

NEB Blunt/TA Ligase Master Mix

New England Biolabs; Artikelnummer: M0367S

NEBNext FFPE DNA Repair Mix and Buffer

New England Biolabs; Artikelnummer: M6630S

NEBNext Quick Ligation Module

New England Biolabs; Artikelnummer: E6056S

- NEBNext Quick Ligation Reaction Buffer

- Quick T4 DNA Ligase

NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module

New England Biolabs; Artikelnummer: E7546S

- Ultra II End-prep enzyme Mix

- Ultra II End-prep reaction Buffer

ZymoBIOMICS DNA/RNA Miniprep Kit

Zymo Research; Artikelnummer: R2002

- DNA/RNA-Lysis-Buffer

- DNA/RNA-Prep-Buffer

- DNA/RNA-Wash-Buffer

24mL DNA/RNA-Wash-Buffer-Concentrate in 96mL
100% Ethanol

- DNase/RNase-freies Wasser

- HRC-Prep-Solution

- Spin-Away-Filter
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- Zymo-Spin-III-HRC-Filter

BashingBead-Lysis-Tubes

Zymo Research; Artikelnummer: S6003-50
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Probandenrekrutierung
(n=>51, 26 Patienten, 25 Kontrollprobanden)

3

Probenentnahme (Saliva, supragingivaler Abstrich,
‘Wangenabstrich (nicht analysiert))

3

DNA-Extraktion

4

Library-Preparation

4 N

Metagenomische Sequenzierung 165-Short-Read-Sequenzierung
(Oxford Nanopore) (Illumina-NextSeq-2000)

l 16S-Full-Length-Sequenzierung 1
(Oxford Nanopore) \

Taxonomische Zuordnung Taxonomische Zuordnung
mit Kraken2 mit Emu

N 4

Differentielle Abundanz-Analyse mittels Bray-Curtis-
Dissimilaritit und PCoA, LEfSe und ANCOM-BC2

Figur 1 Schematische Darstellung der verschiedenen Arbeitsschritte von der

Probandenrekrutierung bis zur Datenanalyse.
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2.2 Probandenrekrutierung, Einschlusskriterien und Basisdaten

Die vorliegende Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der
Heinrich-Heine-Universitit genehmigt (Nr.: 2020-1155_1). Die Rekrutierung der
Probanden erfolgte zwischen Juni 2021 und Mérz 2023 {iber die
“Gedéachtnissprechstunde” der gerontopsychiatrischen Institutsambulanz im Tagesklinik
und Ambulanzzentrum auf dem Geldnde des Universititsklinikums Diisseldorf
(Gebiaude 14.99). Potentielle Probanden wurden dort, sowie teilweise {iber das LVR-
Klinikum (Landschaftsverband Rheinland) Diisseldorf {iber die Moglichkeit einer
Studien-Teilnahme informiert. Bei Interesse erfolgte ein Aufklarungsgespriach mit
Aushéndigung schriftlicher Informationen (siehe 8.1 Einwilligungsbogen und 8.2
Merkblatt). Mit einem Abstand von mindestens 24 Stunden zum Aufklarungsgesprich
wurde ein Untersuchungstermin in der gerontopsychiatrischen Institutsambulanz

vereinbart.

Geeignete Probanden fiir die Fallgruppe waren mindestens 50 Jahre alt und hatten eine
sowohl klinisch diagnostizierte, als auch biochemisch mittels Liquor-Untersuchung
bestitigte Demenz bei Alzheimer-Krankheit, entsprechend den Empfehlungen des NIA-
AA (McKhann et al., 2011). Die Liquor-Untersuchung wurde dabei nicht von uns
durchgefiihrt, sondern hatte als Teil der Demenz-Diagnostik der Patienten im Vorfeld

stattgefunden. Der Befund wurde uns schriftlich iibermittelt.

Dartiber hinaus litten die Probanden unter keiner anderen neurologischen, oder
psychiatrischen Erkrankung einschlieBlich Schlaganfall, Multipler Sklerose, Parkinson-
Erkrankung, Epilepsie, Schizophrenie und Abhéngigkeitserkrankung, sowie keiner
infektiosen Erkrankung von Mundraum und oberen Atemwegen. Als Kontrollprobanden
wurden fast ausschlieBlich die Lebenspartner rekrutiert. Diese wurden im Rahmen des
Aufklirungsgesprachs mittels MMST auf das Nicht-Vorliegen eines kognitiven Defizits
gepriift (definiert als eine Punktwertung {iber 27 Punkten). Eine Liquor-Untersuchung
der Kontrollprobanden fand nicht statt, ansonsten mussten sie dieselben

Einschlusskriterien erfiillen wie die Probanden der Fallgruppe.

Weitere Basisdaten, die mit erhoben wurden, umfassten Gewicht, Grof3e, Body-Mass-
Index (BMI), Ausbildungsjahre, Vorerkrankungen, Nikotin- und Alkoholkonsum,
Medikation und das Tragen einer Gebissprothese (siehe 8.3 Checkliste).
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Alle Patienteninformationen und Proben wurden nach der schriftlichen Einwilligung der
Probanden pseudonymisiert. Alle Probanden erhielten nach Untersuchung eine
Aufwandsentschiadigung in Hohe von 40,00€, die Auszahlung wurde schriftlich
quittiert. Der Pseudonymisierungsschliissel wird zusammen mit Einwilligungsbogen,
Checklisten und Quittungen in der gerontopsychiatrischen Institutsambulanz fiir

mindestens zehn Jahre aufbewahrt.

2.3 Evaluierung der Mundhygiene und Erhebung des Mundstatus

Zum Untersuchungszeitpunkt sollten die Probanden zwei Stunden zuvor nichts
gegessen, getrunken, die Zihne geputzt, Zahnseide, oder Mundwasser benutzt,
Kaugummis, oder Halsbonbons konsumiert haben. Uber diese Voraussetzung waren sie
zuvor im Aufklarungsgesprach informiert worden. Beim Untersuchungstermin wurde
zundchst das Einhalten dieser Voraussetzung erfragt und dann die korrekte

Dokumentation der Einschlusskriterien und Basisdaten erneut gepriift (siche 8.3

Checkliste).

AnschlieBend erfolgte eine Anamnese auf die zahnmedizinische Patientenhistorie und
Mafinahmen der Mundhygiene (siche 8.4 Dokumentationsbogen). Mit Riicksicht auf die
dementielle Grunderkrankung der Probanden aus der Fallgruppe erfolgte die Anamnese

in Anwesenheit des Kontrollprobanden und in den meisten Fillen Lebenspartners.

AnschlieBend erfolgte die Entnahme von Proben fiir weiterfithrende mikrobiologische
und biochemische Untersuchungen, geschildert unter 2.3 Probenentnahme, -transport
und —lagerung. Der Untersuchungstermin wurde abgeschlossen mit einer rudimentiren
Evaluation des Mundstatus der Probanden. Diese umfasste eine Zahlung der
vorhandenen Zihne, sowie eine Erhebung des modifizierten Sulkus-Blutungs-Index
(SBI). Fiir die Untersuchung wurde sterilisiertes Untersuchungsmaterial in Form einer
WHO-Parodontalsonde (World Health Organization) und eines zahnérztlichen
Untersuchungsspiegels vom Zentrum fiir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde des

Universitétsklinikums Diisseldorf (Gebaude 18.13) zur Verfiigung gestellt.

Die Erhebung der numerischen Anzahl der Zéhne erfolgte nach dem international
anerkannten Schema der Fédération Dentaire Internationale (FDI) (Turp und Alt, 1995).
Der modifizierte Sulkus-Blutungs-Index nach Lange dient der objektiven Untersuchung
des gingivalen Gewebes auf das Vorliegen einer Blutung als Ausdruck einer

Entziindung. Er ist dabei als orientierende Untersuchung auf das Vorliegen parodontaler
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Erkrankungen und Entziindung zu verstehen und dient nicht zur differenzierten

Diagnostik (Newbrun, 1996).

Zur Erhebung des Index wird der Zahnfleisch-Sulkus in den Quadranten 1 und 3 buccal
und den Quadranten 2 und 4 oral schonend mit einer WHO-Parodontal-Sonde
ausgestrichen. AnschlieBend werden 30 Sekunden abgewartet, um dann zu zéhlen, an
wie vielen Zihnen es zu Blutungen kommt. Es wird ein Quotient aus der Zahl der
Blutungspunkte und der Gesamtsumme der Messpunkte gebildet und dieser mit 100
multipliziert. Das Ergebnis wird als Prozentwert interpretiert und anhand von vier

Schweregraden eingeordnet (Lange et al., 1977):

e QGrad 1: 0-10%, klinische Normalitét der duBleren Gingivaanteile

e QGrad 2: 10-20%, schwichere Zahnfleischentziindung

* Qrad 3: 20-50%, mittlere Zahnfleischentziindung

* QGrad 4: 50-100%, starke und generalisierte Zahnfleischentziindung (Lange et al.,
1977)

Zahnanzahl und SBI-Ergebnis wurden gemeinsam mit den anamnestischen Angaben zur
zahnmedizinischen Patientenhistorie und Mundhygiene dokumentiert (siche 8.4

Dokumentationsbogen).

2.4 Probenentnahme, -transport und -lagerung

Im Rahmen der Untersuchung wurden von jedem Probanden insgesamt vier Proben
entnommen: Ein buccaler Abstrich, ein supragingivaler Abstrich und zwei Saliva-
Proben (eine Saliva-Probe wurde fiir eine optionale spitere Untersuchung bei -20°C

eingelagert; die entsprechende Untersuchung ist dabei nicht Gegenstand dieser Arbeit).

Anhand der bisherigen Studien im Kontext von oralem Mikrobiom und der Alzheimer-
Krankheit kann kein einheitlicher, oder “idealer” Entnahmeort identifiziert werden
(Weber et al., 2023). Aus diesem Grund haben wir Methoden zur Probenentnahme
gewihlt, die zum Beispiel im Vergleich zur subgingivalen Probenentnahme (Chen, Cao
et al., 2022, Chen, Wang et al., 2022, Chen, Xu et al., 2022, Cockburn et al., 2012,
Holmer et al., 2021, Taati Moghadam et al., 2022, Tadjoedin et al., 2022) eine weniger

prazise Handhabung und dadurch potentiell eine bessere Reproduzierbarkeit aufweisen.

Fiir die mikrobiologischen Proben wurde Material der Firma Zymo Research fiir die

Entnahme und anschlieBende Stabilisierung von genetischem Material zur
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mikrobiologischen Analyse genutzt (Abstrich: DNA/RNA Shield Collection Tube w/
Swab, Artikelnummer: R1109; Saliva-Entnahme-Hilfe: DNA/RNA Shield SafeCollect
Saliva Collection Kit, Artikelnummer: R1211). Zu jedem Abstrich und jeder Saliva-
Entnahme-Hilfe gehort dabei ein vorgefertigtes Gefall mit einer Nukleinsiure-
stabilisierenden DNA/RNA Shield-Ldsung fiir die Probenaufbewahrung bei

Raumtemperatur.

Der buccale Abstrich erfolgte an der rechten Wangeninnenseite, der supragingivale
Abstrich am ersten Molar des rechten Unterkiefers oberhalb des Zahnfleischrandes. In
beiden Féllen wurde der Tupfer fiir mehrere Sekunden und unter vorsichtigem Drehen
um die Langsachse an der jeweiligen Oberfldache gerieben. Anschlieend wurden die
Abstriche in das zugehorige Gefdll mit DNA/RNA Shield-Losung eingefiihrt, an der

Sollbruchstelle abgebrochen und das Gefd3 verschlossen.

Zur Entnahme der Saliva-Proben wurden die Probanden aufgefordert, Speichel im
Mund zu sammeln und anschlieBend mit Hilfe des dafiir vorgesehenen Mundstiicks an
der Saliva-Entnahme-Hilfe abzugeben. Dieser Vorgang wurde in der Regel mehrfach
wiederholt, bis genug Material vorhanden war (den Anweisungen des Herstellers
entsprechend etwa 2mL). AnschlieBend wurde das Gefdal mit dem Saliva mit
DNA/RNA Shield-Losung aufgefiillt. Die mikrobiologischen Proben konnten den
Empfehlungen des Herstellers entsprechend anschliefend bei Raumtemperatur gelagert

werden.

Ein Patient war dabei nicht dazu in der Lage, ausreichend Speichel zu sammeln,
weswegen jeweils 51 Abstriche und 50 salivare Proben im weiteren Verlauf zur

Verfligung standen.

2.5 Mikrobiom-Analysen

2.5.1 DNA-Extraktion und Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur Extraktion der DNA fiir alle spiteren Sequenzierungen wurde das ZymoBIOMICS
DNA/RNA Miniprep Kit (Artikelnummer: R2002) der Firma Zymo Research den
Anweisungen des Herstellers folgend genutzt. Das Kit dient der Lysierung von
Mikroorganismen mittels Zymo-Spin-Column-Technologie und Aufreinigung von
DNA/RNA aus verschiedensten Probenmaterialien zur taxonomischen und/oder

metagenomischen Analyse. Der Prozess basiert dabei auf einer mechanischen und
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chemischen Lyse mit mehreren, sich anschlieBenden Filterungsschritten. Wenn nicht

abweichend beschrieben fanden Inkubationsschritte bei Raumtemperatur statt.

Dem Protokoll entsprechend war im Vorfeld DNA/RNA-Wash-Buffer angesetzt
worden, indem 96mL 100% Ethanol mit 24mL DNA/RNA-Wash-Buffer-Concentrate
(ZymoBIOMICS DNA/RNA Miniprep Kit) gemischt worden waren.

Die Proben wurden zunéchst einzeln fiir jeweils 5 Sekunden auf einem Vortex Mixer
(VWR International; VWR Collection Reax Vortex Mixer; Artikelnummer: 444-1378)
gemischt. AnschlieBend wurde je 1mL Probe in ein Eppendorf-Tube (Eppendorf AG;
DNA LoBind Tubes; Katalog-Nummer: 0030108051) gegeben und bei 21°C und
10000rpm (revolutions per minute) in einer Eppendorf Kiihlzentrifuge (Eppendorf AG;
Eppendorf 5417 R Kiihlzentrifuge; Modell: 5407) zentrifugiert. AnschlieBend wurden
vorsichtig 300pL Uberstand entnommen und verworfen und die verbleibenden 700uL
in BashingBead-Lysis-Tubes (Zymo Research; Artikelnummer: S6003-50) gegeben und
auf einem Digital Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, Inc.; Artikelnummer: 6240599)
auf hochster Umdrehungszahl fiir 30 Minuten lysiert. Die in den BashingBead-Lysis-
Tubes enthaltenen Beads vermitteln dabei eine mechanische Lyse der Proben.
Anschlieend wurden die Tubes zunédchst 10 Minuten stehen gelassen, damit sich der

Inhalt absetzt.

Pro Probe wurden anschlieBend zunichst 800uL DNA/RNA-Lysis-Buffer
(ZymoBIOMICS DNA/RNA Miniprep Kit) in ein neues Eppendorf-Tube vorgelegt und
dann 400uL des Uberstands der Probe zugegeben. AnschlieBend wurden die Proben 5

Sekunden auf dem Vortex Mixer gemischt.

Pro Probe wurde ein Spin-Away-Filter (ZymoBIOMICS DNA/RNA Miniprep Kit) in
eine Sammel-Tube gesetzt. Darauf wurden 600uL des Proben-Gemischs gegeben.
AnschlieBend wurden die Proben in einer Eppendorf Kiihlzentrifuge bei 21°C und
14000rpm fiir 30 Sekunden zentrifugiert. Die abgefilterte Fliissigkeit wurde verworfen
und der Vorgang mit den verbleibenden 600uL Proben-Gemisch wiederholt.

Auf den Filter im Sammel-Tube wurden anschlieBend 400uL. DNA/RNA-Prep-Buffer
(ZymoBIOMICS DNA/RNA Miniprep Kit) gegeben, die Proben analog zum
vorangegangenen Schritt zentrifugiert und die Fliissigkeit verworfen. Dieser Vorgang

wurde anschlieBend mit 700uL DNA/RNA-Wash-Buffer wiederholt.
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In einem letzten Waschschritt wurden 400pL DNA/RNA-Wash-Buffer auf den Filter
gegeben und die Proben fiir 2 Minuten bei ansonsten unverénderter Einstellung

zentrifugiert. Die Filter wurden anschlieBend in ein neues Eppendorf-Tube umgesetzt.

Danach wurden zweimal 25uL DNase/RNase-freies Wasser (ZymoBIOMICS
DNA/RNA Miniprep Kit) vorsichtig auf den Filter gegeben, jeweils 5 Minuten gewartet
und dann erneut fiir 30 Sekunden bei 21°C und 14000rpm zentrifugiert. Die Fliissigkeit
wurde dabei aufgehoben und die Filter nach dem zweiten Zentrifugationsschritt

verworfen, sodass S0uL Probe in einem Eppendorf verblieben.

In eine zweite Sammel-Tube wurden Zymo-Spin-III-HRC-Filter (Hardness Rockwell;
(ZymoBIOMICS DNA/RNA Miniprep Kit) gesetzt, 600pL HRC-Prep-Solution
(ZymoBIOMICS DNA/RNA Miniprep Kit) darauf gegeben und die Tubes in der
Eppendorf Kiihlzentrifuge bei 21°C und 8600rpm fiir 3 Minuten zentrifugiert. Die
Fliissigkeit wurde anschlieBend verworfen und die insgesamt S0uL Probe aus dem
vorangegangenen Schritt in den Zymo-Spin-III-HRC-Filter gegeben. Die Proben
wurden erneut in der Eppendorf Kiihlzentrifuge bei 21°C und 12300rpm fiir 3 Minuten

zentrifugiert und die Filter anschlieBend verworfen.

AnschlieBend wurde die DNA-Konzentration mit einem Qubit 3.0 Fluorometer (Thermo
Fisher Scientific; Artikelnummer: Q33216) und dem Qubit 1X dsDNA Assay-Kit mit
hoher Empfindlichkeit (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen; Artikelnummer: Q33230)
(double stranded DNA) bestimmt. Dazu wurde 1uL Probenvolumen in 199uL Qubit 1X
dsDNA HS Working Losung (High Sensitivity) in ein Qubit-Assay-Tube (Thermo
Fisher Scientific, Invitrogen; Artikelnummer: Q32856) gegeben und anschlie3end die
Konzentration doppelstrangiger DNA im High-Sensitivity-Modus bestimmt. Die DNA-

Konzentrationen wurden flir die weiterfiihrende Probenverarbeitung notiert.

Die extrahierten und quantifizierten Proben wurden in Eppendorf-Tubes bei -20°C bis
zur weiteren Verarbeitung gelagert. Die ermittelten DNA-Konzentrationen der
Wangenabstriche erwiesen sich dabei als zu gering, um fiir mehrere
Seugenzierungsmethoden herangezogen zu werden, weswegen sie fiir die

weiterfiihrenden Arbeitsschritte nicht mehr genutzt wurden.

36



2.5.2 Oxford-Nanopore-Sequenzierungen

2.5.2.1 Metagenomische Sequenzierung

Zur Library Preparation fiir die metagenomische Sequenzierung wurde das Ligation
Sequencing gDNA — native barcoding Kit (Oxford Nanopore Technologies;
Artikelnummer: SQK-NBD112.24) (genomic DNA) den Anweisungen des Herstellers
entsprechend genutzt. In diesem Protokoll wird zuvor extrahierte genomische DNA
zundchst endrepariert, um dann am 3’-Ende ein Adenin anzuhéngen (dA-Tailing), was
die Ligation individueller Barcode-Sequenzen zur spéteren Probenzuordnung erlaubt.
Anschlieend erfolgen diverse Reinigungsschritte mit Hilfe magnetischer Beads und die
Proben werden gepoolt, um zuletzt Sequenzierungs-Adapter zu ligieren, die in der Flow

Cell die Bindung an die namensgebende Pore ermdglichen.

Das Kit erlaubt das Barcoding und Poolen von bis zu 24 Proben in einem
Sequenzierungslauf. Wenn nicht abweichend beschrieben fanden Inkubationsschritte bei

Raumtemperatur statt.

Ausgangsmaterial waren jeweils 1000ng, beziechungsweise 400ng DNA in
DNase/RNase-freiem Wasser aus den in 2.4.1 extrahierten Proben, abhingig davon, ob
bis zu 4, oder mehr als 4 Proben sequenziert wurden. Die Bestimmung des bendtigten

Volumens erfolgte nach folgender Berechnung;:
1000ng/Probenkonzentration (ng/uL) = Fiir Sequenzierung eingesetztes Volumen (uL)

Das fiir die Sequenzierung eingesetzte Volumen wurde mit Nuclease-freiem Wasser
(Thermo Fisher Scientific, Invitrogen; Artikelnummer: AM9937) auf 48uL aufgefiillt.
Die Proben wurden jeweils in einer 0,2mL PCR-Tube mit 3,5uL NEBNext FFPE DNA
Repair Buffer (New England Biolabs; Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded; New
England Biolabs; Artikelnummer: M6630S), 3,5uL Ultra IT End-prep reaction Buffer
(NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module; New England Biolabs;
Artikelnummer: E7546S), 2uL NEBNext FFPE DNA Repair Mix (New England
Biolabs; Artikelnummer: M6630S) und 3pL Ultra IT End-prep enzyme Mix (NEBNext
Ultra II End Repair/dA-Tailing Module; New England Biolabs; Artikelnummer:
E7546S) vermischt und mehrfach resuspendiert. NEBNext FFPE DNA Repair Buffer

und Ultra II End-prep reaction Buffer wurden zuvor auf einem Vortex-Mixer gemischt.

Anschlieend wurden die Proben geschlossen in einem Thermocycler (Eppendort 5332
Mastercycler) fiir 10 Minuten inkubiert, 5 Minuten bei 20°C, dann 5 Minuten bei 65°C.
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Die Proben wurden anschlieBend in je ein Eppendorf-Tube gegeben. Auf
Raumtemperatur gebrachte AMPure XP Beads (Automated Purification and Cleanup;
Ligation Sequencing gDNA — native barcoding Kit) wurden auf einem Vortex-Mixer
gemischt, 60uL zu den Proben gegeben und die Proben anschlieBend beschnipst und in
einem Hula-Mixer (Thermo Fisher Scientific, Artikelnummer: 15920D) fiir 5 Minuten
gemischt. Die AMPure XP Beads wurden im weiteren Verlauf vor jeder Anwendung
erneut auf einem Vortex-Mixer gemischt. Anschliefend kamen die Tubes in ein
Magnet-Rack. Sobald die Proben klar waren, wurde die Fliissigkeit entnommen und
verworfen und die Beads zweimal mit je 200uL 70%-Ethanol-Losung in Nuclease-
freiem Wasser unter mehrfachem Resuspendieren, aber ohne die Beads zu beriihren,
gewaschen. Zur Entfernung von Ethanol-Resten wurde die Proben anschlieBend 10
Sekunden auf einer Tisch-Zentrifuge (VWR Mini-Star Centrifuge; VWR International,

Artikelnummer: 05533) zentrifugiert und die Ethanol-Reste entnommen.

Anschlieend wurden die Proben aus dem Magnet-Rack gehoben, die Beads in jeweils
10pL Nuclease-freiem Wasser geldst und 2 Minuten inkubiert. Dann kamen die Proben
erneut ins Magnet-Rack und sobald die Proben klar waren, wurde das komplette
Probenvolumen entnommen und in ein neues Eppendorf-Tube gegeben, ohne die Beads
dabei zu beriihren. Danach kamen in jede Probe je 2,5uL eines individuellen Native
Barcodes (Ligation Sequencing gDNA — native barcoding Kit) und 10uL NEB
Blunt/TA Ligase Master Mix (New England Biolabs; Artikelnummer: M0367S). Die
Proben wurden mehrfach resuspendiert. Nach 10 Minuten wurden zusétzlich 2uLL
EDTA (Ethylendinitrilotetraessigsdure; Ligation Sequencing gDNA — native barcoding
Kit) zugegeben, die Proben beschnipst und 10 Sekunden auf der Tisch-Zentrifuge

zentrifugiert. Die Barcodes wurden zur spéteren Probenzuordnung notiert.

Nun wurden alle Proben in ein Eppendorf-Tube gepoolt. Es folgten erneut die Zugabe
von AMPure XP Beads (0,8 * dem gepoolten Gesamtvolumen), 5 Minuten Mischen im
Hula-Mixer und zwei Waschschritte mit 70%-Ethanol-Losung analog zu den
vorangegangenen Schritten, sowie das Losen der Beads in 35uLL Nuclease-freiem
Wasser. Die Proben wurden anschlieBend 2 Minuten inkubiert, zuriick ins Magnet-Rack
gesetzt und sobald die Proben klar waren, wurde das Gesamtvolumen in ein neues

Eppendorf-Tube iiberfiihrt.

Die gepoolten Proben wurden zur Adapter-Ligierung mit SuL Adapter Mix Il HC
(Ligation Sequencing gDNA — native barcoding Kit), 10pL NEBNext Quick Ligation
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Reaction Buffer (NEBNext Quick Ligation Modul; New England Biolabs;
Artikelnummer: E6056S) und 5pL Quick T4 DNA Ligase (NEBNext Quick Ligation
Module; New England Biolabs; Artikelnummer: E6056S) gemischt, mehrfach
resuspendiert, beschnipst, fiir 10 Sekunden in der Tischzentrifuge zentrifugiert und
anschliefend 10 Minuten inkubiert Im Anschluss wurden die gepoolten Proben erneut
mit 20uL AMPure XP Beads vermengt, 5 Minuten im Hula-Mixer gemischt und in ein
Magnet-Rack gesetzt. Sobald die Proben wieder klar waren, wurde die Fliissigkeit
entnommen und verworfen und die Beads zweimal mit je 125uL. Short-Fragment-Buffer
(Ligation Sequencing gDNA — native barcoding Kit) erst aulerhalb des Magnet-Racks
geldst, um dann wieder im Magnet-Rack die Fliissigkeit zu entnehmen und zu
verwerfen. Anschlieend wurden die Proben 10 Sekunden auf der Tischzentrifuge
zentrifugiert und Reste des Short-Read-Buffers entnommen. Die Beads wurden dann in
15uL Elution-Buffer (Ligation Sequencing gDNA — native barcoding Kit) geldst und
fiir 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Proben wurden anschlieBend wieder ins
Magnetrack gesetzt und das komplette Eluat, sobald die Proben wieder klar waren, in

ein neues Eppendorf-Tube gegeben.

Sequencing Buffer II (Ligation Sequencing gDNA — native barcoding Kit) und Loading
Beads II (Ligation Sequencing gDNA — native barcoding Kit) wurden zunéichst auf
einem Vortex-Mixer gemischt. Anschliefend wurden 37,5uL Sequencing Buffer II und
25,5uL Loading Beads II zum Eluat gegeben und mehrfach resuspendiert.

Eine Flow Cell (R10.4.1) (Oxford Nanopore Technologies, FLO-MIN114) wurde in ein
MinION Sequenziergerit (Oxford Nanopore Technologies, MIN-101B) eingesetzt und
ein Flow Cell Check durchgefiihrt. Anschlieend fiihrte man ein Priming der Zelle
durch, indem der Primer-Port gedffnet und mit einer 1000uL-Pipette entliiftet wird.
Anschlieend wurden 800uL einer Mischung aus 1000uL Flush Buffer (Ligation
Sequencing gDNA — native barcoding Kit) und 30uL Flush Tether (Ligation
Sequencing gDNA — native barcoding Kit) in den Primer-Port gefiillt. Nach fiinf
Minuten wurde die Spot-On-Offnung gedffnet, 200uL der Mischung eingefiillt, erneut
fiinf Minuten gewartet und abschlieBend 75uL der Probe tropfchenweise in die Spot-
On-Offnung gegeben. Mit einer minimalen Lénge von 20bp und High-accuracy Base-

calling wurde die Sequenzierung anschlieend gestartet.
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2.5.2.2 Full-Length-16S-rRNA-Sequenzierung

Zur Library Preparation fiir die Full-Length-16S-rRNA-Sequenzierung wurde das 16S
Barcoding Kit 1-24 (Oxford Nanopore Technologies; Artikelnummer: SQK-16S024)
der Firma Oxford Nanopore den Anweisungen des Herstellers entsprechend genutzt. In
diesem Protokoll wird zunéchst das komplette 16S-rRNA-Gen aus zuvor extrahierter
DNA zunéchst mittels PCR mit spezifischen 16S-Primern amplifiziert. Die Primer
enthalten dabei zum einen Barcodes zur Probenzuordnung, sowie sogenannte 5’tags, die
spater eine Bindung von Sequenzierungs-Adaptern ohne Ligase erlauben. Es folgen
diverse Reinigungsschritte mit Hilfe magnetischer Beads, die Proben werden gepoolt
und Sequenzierungs-Adapter zur Bindung an die namensgebende Pore in der Flow Cell

werden verknlipft.

Das Kit erlaubt das Poolen und Barcoden von bis zu 24 Proben in einem
Sequenzierungslauf. Wenn nicht abweichend beschrieben fanden Inkubationsschritte bei

Raumtemperatur statt.

Ausgangsmaterial waren jeweils 10ng DNA in DNase/RNase-freiem Wasser aus den in
2.4.1 extrahierten Proben. Die Bestimmung des bendtigten Volumens erfolgte nach

folgender Berechnung:
10ng/Probenkonzentration (ng/uL) = Fiir Sequenzierung eingesetztes Volumen (pL)

Die Proben durchliefen zundchst eine PCR zur Amplifikation des 16S-rRNA-Gens.
Dazu wurde das errechnete Probenvolumen in eine 0,2mL PCR-Tube gegeben, mit
Nuclease-freiem Wasser auf 15uL aufgefiillt und mit 25uL. LongAMP Hot Start Taq 2X
Master Mix (New England Biolabs; Artikelnummer: M0533S) gemischt. AnschlieSend
wurden zu jeder Probe 10pL eines individuellen 16S-Barcode-Primers (16S Barcoding
Kit 1-24) gegeben, mehrfach resuspendiert und die Proben luftdicht geschlossen. Die
Primer wurden zur spéteren Zuordnung der Proben notiert. Dann kamen die Proben fiir
2 Stunden bei 95°C in einen PCR-Cycler (Bio-Rad C1000 Touch PCR Thermal Cycler
With Dual 48/48 Fast Reaction Module; Bio-Rad Laboratories, Artikelnummer:
1851148).

Anschlieend wurden die Proben in ein Eppendorf-Tube gegeben, mit jeweils 30uL
AMPure XP Beads (16S Barcoding Kit 1-24) vermengt und 5 Minuten in einem Hula-
Mixer gemischt. Anschlieend kamen die Eppendorf-Tubes in ein Magnet-Rack und

sobald die Fliissigkeit klar war, wurde sie vorsichtig entnommen und verworfen.
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AnschlieBend wurden die Beads mit 200pL 70%-Ethanol-Lésung unter mehrfachem
Resuspendieren, aber ohne die Beads zu beriihren, gewaschen. Zur Entfernung von
Ethanol-Resten wurden die Proben anschlieBend 10 Sekunden auf einer Tisch-
Zentrifuge zentrifugiert und die Ethanol-Reste entnommen. Anschlieend wurden die
Beads in jeweils 10pL Tris-HCI-NaCl-Losung (Chlorwasserstoffsdure; Natriumchlorid)
geldst und zwei Minuten inkubiert. Dann kamen die Proben zuriick ins Magnet-Rack
und sobald die Losung wieder klar war, wurde das gesamte Volumen in neue

Eppendorf-Tubes tliberfiihrt, ohne die Beads zu beriihren.

AnschlieBend wurde die Konzentration doppelstringiger DNA in den Proben wie zuvor
beschrieben mit einem Qubit 3.0 Fluorometer gemessen (siche 2.4.1 DNA-Extraktion
und Bestimmung der DNA-Konzentration). Ausgehend von den gemessenen
Konzentrationen wurden je 100ng DNA pro Probe in einem neuen Eppendorf-Tube
gepoolt (analog zur Berechnung der Ausgangsvolumina fiir die Sequenzierung) und mit
Tris-HCI-NaCl-Losung auf 10uL Gesamtvolumen aufgefiillt und mehrfach
resuspendiert. AnschlieBend wurde 1uL Rapid Adapter (16S Barcoding Kit 1-24)
hinzugegeben, resuspendiert, die Probe beschnipst, 10 Sekunden in der Tisch-Zentrifuge

zentrifugiert und 5 Minuten inkubiert.

Eine Flow Cell (R9.4.1) (Oxford Nanopore Technologies, FLO-MIN106D) wurde in ein
MinlON Sequenziergerit eingesetzt. AnschlieBend wurden wie zuvor beschrieben ein
Flow Cell Check und ein Priming der Zelle durchgefiihrt (siehe 2.4.2.1 Library
Preparation Metagenomische Sequenzierung). Die gepoolten Proben wurden mit 34puLL
Sequencing Buffer (16S Barcoding Kit 1-24), 25,5uL Loading Beads (16S Barcoding
Kit 1-24) und 4,5uL Nuclease-freiem Wasser gemischt und nach dem Priming der Zelle
tropfchenweise in die Spot-On-Offnung gegeben. Mit einer minimalen Linge von

200bp und High-accuracy Base-calling wurde die Sequenzierung anschlieBend gestartet.

2.5.3 lllumina-Short-Read-16S-rRNA-Sequenzierung

2.5.3.1 Aliquotierung

Alle 101 salivaren und supragingivalen Proben wurden ebenfalls auf einer Illumina-
Plattform auf das 16S rRNA-Gen hin sequenziert. Ausgangmaterial war die bereits
zuvor fiir die Sequenzierung auf einer Nanopore-Plattform genutzte DNA (siehe 2.4.1
DNA-Extraktion und Bestimmung der DNA-Konzentration). Von dieser DNA in

DNase-/RNase-freiem Wasser wurden abhédngig von der zuvor bestimmten DNA-
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Konzentration 30pL in insgesamt zwei 96-Well-Platten aliquotiert. Proben mit einer
Konzentration unter Sng/uLL. wurden direkt aliquotiert. Proben mit einer Konzentration
grofer als Sng/uL wurden auf diese Konzentration normalisiert, indem ein
entsprechendes Volumen DNase-/RNase-freies Wasser vorgelegt wurde. Die zu Grunde

liegende Rechnung sah wie folgt aus:
150ng/Probenkonzentration (ng/uL) = Fiir Aliquotierung benétigtes Volumen (uL)

30uL - Fiir Aliquotierung benétigtes Volumen (uL) = Vorzulegendes Volumen
DNase-/RNase-freies Wasser (uL)

Die Probencodierung inklusive Probenart und DNA-Konzentration wurde in einem

vorgegebenen, tabellarischen Format hinterlegt.

2.5.3.2 Externe Weiterverarbeitung

Die weiterfithrende Library preparation und Sequenzierung wurden extern im
Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitit
durchgefiihrt. Dort wurde von allen Proben eine Sequenzierung der Regionen V3 und
V4 des 16S rRNA-Gens auf einer [llumina-NextSeq2000-Plattform mit einer
Sequenziertiefe von 100000 Reads pro Probe durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden als
fastq-Dateien direkt auf unseren Account auf dem High-Performance-Computer (HPC)

der Heinrich-Heine-Universitéit zur Verfiigung gestellt.

2.6 Datenanalyse und Statistik

Die rechnergestiitzte Infrastruktur und Unterstiitzung erfolgte durch das Zentrum fiir
Informations- und Medientechnologie der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf. Die
Verarbeitung der Rohdaten fand im Paket- und Umgebungs-Management-System
Conda (Version 4.13.0) statt. Nach den verschiedenen Sequenzierungen wurden die
Rohdaten der Nanopore-Sequenzierungen auf den HPC hochgeladen. Die Rohdaten
wurden zunéchst entpackt und in fastq-Dateien tiberfiihrt. Die Ergebnisse der Illumina-
Sequenzierung standen direkt als fastq zur Verfligung. Die bioinformatische
Weiterverarbeitung der fastq erfolgte fiir die Daten aus den verschiedenen

Sequenzierungs-Plattformen unterschiedlich:

Fiir die Weiterverarbeitung der Full-Length-16S-Sequenzierung wurde das Paket Emu
(Version 3.4.5) verwendet (Curry et al., 2022). Emu dient der taxonomischen

Zuordnung von Bakterien-Sequenzen aus Full-Length-16S-Sequenzierungen unter
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Berticksichtigung der damit einhergehenden, hoheren Rate an Sequenzierungsfehlern.
Dazu fiihrt Emu im ersten Schritt das sogenannte Alignment, beziechungsweise die
Ausrichtung der Reads (R) an den Sequenzen (S) einer Referenzdatenbank durch. Dazu
ermittelt Emu zunichst, wie oft vier verschiedene Fille von nicht exakter
Ubereinstimmung aufgetreten sind: Mismatch, Insertion, Deletion und Softclip (eine Art
weniger “strenge” Form der Ubereinstimmung (Gao et al., 2024)). Daraus wird die
Wahrscheinlichkeit P(c) fiir das Auftreten dieser Nicht-Ubereinstimmungen als
Fehlerprofilierung bestimmt. Indem es die Hiufigkeit der Nicht-Ubereinstimmungen in
jedem spezifischen Alignment normalisiert, berechnet Emu dann die
Wabhrscheinlichkeit P(r|t), dass ein Read » zu einer bestimmen Spezies ¢ gehort.
AnschlieBend wird die Wahrscheinlichkeit P(?|r) der Zugehdrigkeit jedes Reads r zu
jeder moglichen Spezies ¢ in der Datenbank errechnet. Durch iterative Anwendung des
Erwartungs-Maximierungs-Algorithmus wird die relative Abundanz F(?) der Taxa in
der Probe stindig verfeinert. Diese beiden letzten Schritte zur Bestimmung von P(#|r)
und F(t) werden iterativ wiederholt, wobei hohe Abundanzen in F'(?) riickwirkend die
Wahrscheinlichkeit P(¢|r) beeinflussen. Zuletzt werden Abundanzen unterhalb eines
definierten Minimums entfernt (Curry et al., 2022). Als Referenz verwendet Emu eine
kombinierte Datenbank aus den beiden Datenbanken rrnDB v5.6 (Stoddard et al., 2015)
und NCBI 16S RefSeq (O’Leary et al., 2016) mit 49301 Sequenzen von 17555
Bakterien- und Archea-Spezies (Curry et al., 2022).

Die Weiterverarbeitung der metagenomischen Sequenzierungsdaten erfolgte mit dem
Paket Kraken2 (Version 2.1.1) (Wood et al., 2019). Kraken?2 ist dabei eine
Weiterentwicklung von Kraken, einer Software, die mit sogenannten k-meren und dem

Prinzip des “Lowest Common Ancestor” (LCA) arbeitet (Wood und Salzberg, 2014).

Ein k-mer ist dabei eine mogliche Sub-Sequenz einer lingeren DNA-Sequenz der Lange
k. Die Sequenz ATAG enthilt demnach die 1-mers A, T, A und G, die 2-mers AT, TA
und AG, die 3-mers ATA und TAG und den 4-mer ATAG. Kraken bildet entsprechend
aus den Reads alle mdglichen k-mere einer vorgegebenen Linge k& und ordnet diese in
einem taxonomischen Stammbaum entweder dem Taxon zu, in dem ein k-mer
einzigartig vorkommt, oder dem LCA, also dem am weitesten an der “Wurzel”
gelegenen Taxon im Stammbaum. Dadurch kann ein Unter-Stammbaum gebildet
werden, in dem jedes Taxon mit der Zahl passender k-mere gewichtet wird und sich

sogenannte “Wurzel-zu-Blatt"-Pfade ergeben. Die Summe der gewichteten Taxa in so
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einem Pfad wird errechnet und der Pfad mit der hochsten Summe gewéhlt. Das oberste
Taxon (das “Blatt”) dieses Pfades wird fiir die Klassifikation des Reads genutzt (Wood
und Salzberg, 2014).

Nur die Reads mit der Zuordnung zum Superkingdom “Bacteria” wurden in der
weiterfiihrenden Analyse berticksichtigt. Die exakte Bestimmung der Abundanzen
erfolgte anschliefend mit der Software Bracken (Bayesian Reestimation of Abundance
after Classification with Kraken) (Lu et al., 2016). Bracken erlaubt unter anderem durch
Mitberiicksichtigung der Readlidnge eine prazisere Abschitzung der Abundanzen. Als
Mindestanzahl zur Erfassung eines Taxons wurden dabei drei Reads festgelegt (Lu et
al., 2016, Lu et al., 2022). Kraken2 nutzt dabei als Datenbank ebenfalls NCBI RefSeq
(O’Leary et al., 2016).

Fiir die Daten der Short-Read-16S-Sequenzierung wurde ebenfalls Emu mit der dafiir
vorgesehenen Funktion verwendet (Curry et al., 2022).

Die taxonomischen Daten aus Emu und Kraken2 wurden anschlieBend getrennt nach
Probenart, Sequenzierungsplattform und phylogenetischer Ebene statistisch weiter
ausgewertet. Dazu wurden die Ergebnisse zunichst als OTU-Tabellen mit absoluten

Readzahlen und relativen Abundanzen zusammengefasst.

Zur Bestimmung der Alpha-Diversitdt wurden die OTU-Tabellen auf Spezies-Ebene mit
absoluten Readzahlen in R (Version 4.3.1) mit dem Paket Scaling with Ranked
Subsampling (SRS; Version 0.2.3) normalisiert. Dabei wird eine neue OTU-Tabelle mit
einer vorgegebenen Gesamt-Readzahl pro Probe erstellt (Beule und Karlovsky, 2020).

Fiir die Full-Length- und Short-Read-16S-Daten wurde hierfiir die Gesamt-Readzahl
der Probe mit der jeweils geringsten Sequenzierungstiefe gewéhlt. Fiir die
metagenomischen Daten, die nach Filterung eukaryotischer und viraler DNA deutlich
geringere Readzahlen aufwiesen, wurde ein Minimum von 500 Reads fiir die
Normalisierung festgelegt, wodurch sechs der 50 Proben nicht in die Bestimmung der

Alpha-Diversitét einbezogen wurden.

Zur Quantifizierung der Alpha-Diversitit wurden in Python (Version 3.7.3) mit dem
Modul panda der Simpson- und Shannon-Index bestimmt. Der Simpson-Index kann
dabei als die Wahrscheinlichkeit betrachtet werden, dass zwei Individuen, die man aus

einer Gesamtheit von Individuen zufdllig auswéhlt, nicht derselben Spezies angehoren.
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Er bewegt sich daher zwischen null und eins. Der Shannon-Index berticksichtigt neben
der Anzahl von Spezies zusitzlich deren relative Haufigkeit. Er kann auch Werte groBBer
eins annehmen, wobei hohere Werte eine groBere Diversitét beschreiben. Die zugrunde
liegende Formel fiir den Simpson-Index, wobei n; die Readzahl der Spezies i, N die

Summe aller n; und S die Gesamtzahl der Spezies ist, lautet (Xia und Sun, 2023):

S
—1
D=1- Z n, M
-1 N (N - 1)
Die zugrunde liegende Formel fiir den Shannon-Index, wobei n; die Readzahl der
Spezies i, N die Summe aller n,und S die Gesamtzahl der Spezies ist, lautet (Xia und
Sun, 2023):

n;
N

S
Hz—z + In

nl
1 N

Fiir die Beta-Diversitit erfolgte zunichst die Bestimmung der Bray-Curtis-Dissimilaritét
und multidimensionale Skalierung (MDS), beziechungsweise Principal Coordinate
Analysis (PCoA) in Python mit den Modulen sklearn.manifold, scipy.spatial und
matplotlib. Die Bray-Curtis-Dissimilaritét dient als MaB3 zur Bestimmung der
Unterschiedlichkeit zwischen zwei Mengen von Daten. Im Kontext der Mikrobiom-
Analyse handelt es sich dabei meist um Proben mit relativen Abundanzen von
Bakterien-Spezies. Um zwei Proben miteinander zu vergleichen, werden alle Spezies
zwischen den beiden Proben verglichen und fiir jede Spezies sowohl die Differenz, als
auch die Summe zwischen den beiden Proben errechnet. AnschlieBend wird die Summe
aller Differenzen und Summen errechnet und der Quotient aus beiden Summen
bestimmt, wobei man einen Wert zwischen null und eins erhélt. Ein Wert von null
beschreibt dabei zwei identische Proben, wiahrend Werte nahe 1 fiir sehr
unterschiedliche Proben sprechen. Die zu Grunde liegende Formel fiir n Spezies mit x;
und x; als relative Abundanzen der Spezies i in den Proben j und £ lautet (Bray und

Curtis, 1957, Xia und Sun, 2023):

n

Z ‘Xij_xik|
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n
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Die Bray-Curtis-Dissimilaritdt ist dabei robust gegeniiber zahlreichen Null-Werten und
gewichtet hoch-abundante Spezies stirker, wodurch fehlende, oder sehr seltene Spezies
das Ergebnis nicht verzerren. Beim Vergleich von zwei Gruppen kénnen diese
Dissimilarititen als Matrix dargestellt werden (Bray und Curtis, 1957, Xia und Sun,
2023).

Basierend auf einer Bray-Curtis-Dissimilaritits-Matrix kann weiterfithrend eine MDS,
beziehungsweise PCoA durchgefiihrt werden. Dabei handelt es sich um ein Verfahren
zur Dimensions-Reduktion héherdimensionaler Daten, dass es unter anderem erlaubt,
komplexe Datenstrukturen zweidimensional zu visualisieren und so die Ahnlichkeit
zwischen Proben zu veranschaulichen. Ziel ist es, die Position jeder Probe in einem
Raum niedriger Dimension zu finden, der die urspriinglichen Dissimilarititen so gut wie
moglich widerspiegelt. Das resultierende zweidimensionale Koordinatensystem stellt
mit seinen Achsen die beiden Dimensionen dar, die die groBte Varianz erkldren, und
ermdglicht die visuelle Erfassung der Beta-Diversitit durch Gruppierung der Proben

(Gower, 1966, Xia und Sun, 2023).

Zur Identifikation spezifischer Taxa, deren Abundanz sich zwischen den beiden
Gruppen unterschied, kamen zwei weitere Methoden zum Einsatz. Zunichst wurden die
relativen Abundanzen in Conda mit dem Paket Linear Discriminant Analysis Effect
Size (LEfSe, Version 1.1.2) weiteruntersucht und die Ergebnisse grafisch aufbereitet.
Dazu wurden die im Paket enthaltenen Skripte format_input.py, run_lefse.py und

lefse plot res.py ausgefiihrt. LEfSe dient der Identifikation und Gewichtung von
Merkmalen, die am ehesten den Unterschied zwischen zwei oder mehr biologischen
Zustinden bedingen. Der Prozess basiert dabei auf drei Schritten: Einem Kruskall-
Wallis-Rangsummen-Test zur Identifikation signifikant unterschiedlicher Taxa, gefolgt
von paarweisen Wilcoxon-Rangsummen-Tests mdglicher Subgruppen, insofern solche
vorhanden sind. Das Signifikanzniveau (a-Fehler) dieser Tests kann dabei frei gewahlt
werden und wurde von uns auf den empfohlenen Standard von 0,05 festgelegt. Im
dritten Schritt wird mittels linearer Diskriminanzanalyse die Effektstirke der zuvor
identifizierten Merkmale bestimmt. Der Logarithmus zur Basis 10 des Ergebnisses
ergibt dann den sogenannten LDA-Score (Linear Discriminant Analysis). Ein LDA-
Score von 2,0 wurde dabei entsprechend den Standard-Empfehlungen als
Schwellenwert fiir die Effektstirke eines relevanten Merkmals gewéhlt. Die Merkmale

werden dann nach Effektstiarke geordnet dargestellt (Segata et al., 2011).
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Als zweite Methode wurden absolute Readzahlen mittels Analysis of Compositions of
Microbiomes with Bias Correction 2 (ANCOM-BC2) mit dem Paket ANCOMBC
(Version 2.4.0) der Open-Source-Software-Plattform Bioconductor (Version 3.19) in R
analysiert. Dabei verwirft ANCOM-BC2 zunéchst Taxa, die eine definierte Pravalenz in
den Proben unterschreiten und beriicksichtigt diese nicht in der eigentlichen Analyse.
Als Grenzwert fiir die Pravalenz wurde der Standard-Wert von 0,1 gewahlt.
AnschlieBend erfolgt eine logarithmische Transformation der Readzahlen, wobei Null-
Werte als fehlend betrachtet werden. Im nédchsten Schritt erfolgt eine Schiatzung
Sample-spezifischer Bias und eine Schitzung und Korrektur Taxon-spezifischer Bias.
Sample-spezifische Bias sind dabei im Wesentlichen unterschiedliche Sequenziertiefen
der Proben. Die Korrektur Taxon-spezifischer Bias arbeitet mit der Grundannahme, dass
die meisten Taxa nicht differentiell abundant sind. Mit den log-transformierten Daten
wird anschlieBend ein lineares Modell erstellt, wobei die Bias-Schitzungen von den
jeweiligen Koeffizienten subtrahiert werden und man Bias-korrigierte Schitzungen
erhélt. Dann kénnen die eigentlichen Hypothesentests inklusive Kontrolle der FDR
durchgefiihrt und das Ergebnis als Log-fold-change mit p-Wert und adjustiertem p-Wert
dargestellt werden. Als Methode zur FDR-Kontrolle wurde die Option Benjamini-
Hochberg gewihlt. AnschlieBend erfolgt noch eine Bewertung der Robustheit der
Ergebnisse gegeniiber unterschiedlichen Pseudo-Counts, die an Stelle der Nullwerte
eingesetzt werden. Fiir die eigentliche Analyse werden dabei keine Pseudo-Counts
verwendet. Indem jedoch aufsteigend Pseudo-Counts von 0,01 bis 0,5 dahingehend
getestet werden, ob sie Einfluss darauf nehmen, dass das entsprechende Taxon als
statistisch signifikant identifiziert wird, erhilt man ein zusitzliches Kriterium fiir die
Robustheit der Ergebnisse, wenn ein Taxon iiber alle Pseudo-Counts hinweg statistisch
signifikant bleibt (Lin und Peddada, 2020a, Lin und Peddada, 2024). Die graphische
Autfbereitung der Ergebnisse von ANCOM-BC2 fand ebenfalls in Python mit den
Modulen panda und matplotlib statt.

Eine Besonderheit der Analyse mittels ANCOM-BC2 ist die separate Identifikation
struktureller Nullen. Als strukturelle Null gilt dabei im einfachsten Fall ein Taxon, das
in einer Gruppe iiberhaupt nicht vorkommt, in der anderen jedoch schon. Entsprechende
Taxa werden als separate Ergebnisse behandelt und nicht in die eigentliche Analyse
einbezogen, was die Anzahl der zu analysierenden Taxa zusétzlich reduziert. Dabei

konnen unterschiedliche Kriterien an die Identifikation struktureller Nullen angelegt
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werden: Im einfachsten Fall wird nur der relative Anteil von Nullen p innerhalb einer
Gruppe ermittelt und eine strukturelle Null identifiziert, wenn p exakt bei O liegt. Ist die
Anzahl an Proben pro Gruppe relativ hoch (als Beispiel nennen die Autoren n = 30),
kann als zusétzliches, strengeres Kriterium fiir die Identifikation struktureller Nullen die
Einstellung Negative lower bound gewéhlt werden. In diesem Fall werden auch solche
Taxa als strukturelle Null identifiziert, die fiir einen relativen Anteil p und einen
Probenzahl » folgende Bedingung erfiillen (Kaul et al., 2017, Lin und Peddada, 2020a,
Lin und Peddada, 2024):

<0

_ p1-p|
p—1,96 ( -

Da in dieser Arbeit die Probenanzahl pro Gruppe bei maximal 26 lag, wurde nur der
relative Anteil von Nullen als Kriterium zur Identifikation struktureller Nullen gewéhlt.
Da ein GrofBteil der auf diese Art identifizierten Taxa nur in sehr wenigen Proben
vorkommt, wurden nur Taxa, die in mindestens drei Proben identifiziert wurden, als
hinreichend prévalente strukturelle Null mit potentieller Relevanz definiert und im

Ergebnisteil aufgefiihrt.

ANCOM-BC2 ist damit die konservativere Methode, da es sehr effektiv Verzerrungen
durch unterschiedliche Sequenzierungstiefe und Probenahmefraktion korrigiert,
Nullwerte beriicksichtigt und die FDR gut kontrolliert. Es besteht jedoch das Risiko,
dass die Sensitivitdt durch diese methodische Strenge abnimmt. Umgekehrt geht LEfSe
durch den Verzicht auf eine Methode zur Korrektur multiplen Testens mit einer
potentiell hoheren FDR einher und beriicksichtigt durch die Verwendung relativer
Abundanzen nicht die Unterschiede in der Sequenzierungstiefe, kann jedoch durch
diesen weniger konservativeren Ansatz als die potentiell sensitivere Methode betrachtet
werden. Taxa, die in beiden Methoden als statistisch signifikant identifiziert werden,

diirften daher als relativ robustes Ergebnis betrachtet werden (Nearing et al., 2022).

Die statistische Auswertung der klinischen Parameter und der Alpha-Diversitit, sowie
die Berechnung von Korrelationen erfolgte in IBM-SPSS-Statistics (Version 28.0.1.1).
Das Signifikanzniveau (a-Fehler) wurde auf 0,05 festgelegt. Intervallskalierte Parameter
wurden mittels Median, Mittelwert, Standardabweichung und 95%-Konfidenzintervall
beschrieben. Wenn nicht anders beschrieben werden die Ergebnisse als Mittelwert +

Standardabweichung angegeben.
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Nominalskalierte Parameter wurden weiterfithrend mittels Chi-Quadrat-Test untersucht.
Intervallskalierte Parameter wurden dann mittels Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung gepriift. Nicht-normalverteilte, intervallskalierte Parameter wurden
weiterfithrend mittels Mann-Whitney-U-Test untersucht. Normalverteilte,
intervallskalierte Parameter wurden mittels Levene’s-Test auf Varianzgleichheit gepriift
und bei Vorliegen dieser Voraussetzung mittels T-Test fiir unabhéngige Stichproben
weiteruntersucht. Korrelationen wurden mittels Korrelationskoeffizient nach Pearson

und Spearman berechnet.

Die graphische Aufbereitung der Verteilung der relativen Abundanzen auf Phylum- und
Genus-Ebene fand in LibreOffice Calc (Version 7.5.2.2) statt. Die Erstellung der
Heatmaps zu Darstellung der Spezies-Verteilung fand ebenfalls in Python mit den
Modulen pandas, matplotlib und seaborn statt. Venn-Diagramme wurden mit dem
online verfiigbaren Tool Bioinformatics & Evolutionary Genomics der Universitit Gent

erstellt (online abrufbar: https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).
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3 Ergebnisse

3.1 Probandencharakteristiken

Insgesamt konnten 51 Probanden rekrutiert werden. Davon wiesen 26 eine klinisch und
biochemisch diagnostizierte Demenz bei Alzheimer-Krankheit auf. Bei den 25
Kontrollprobanden handelte es sich in der Regel um die im selben Haushalt wohnhaften
Lebenspartner, die mittel MMST auf das Vorliegen eventueller kognitiver Defizite
untersucht wurden. Die Geschlechterverteilung belief sich auf 27 Frauen und 24 Ménner
mit 14 Frauen und 12 Ménnern in der Patienten- und 13 Frauen und 12 Méannern in der

Kontrollgruppe.

Das mittlere Alter von Patienten und Kontrollen lag bei 67,85 Jahren (+ 8,26 Jahre),
beziehungsweise 67,36 Jahren (+ 9,15 Jahre). Mittleres Gewicht, Grof3e und BMI der
Patienten lagen bei 69,50kg (+ 13,04kg), 1,71m (£ 0,10m) und 23,73kg/m"2 (+
3,52kg/m”2), bei den Kontrollen bei 77,42kg (+ 12,64kg), 1,73m (£ 0,09m) und
25,79kg/m”2 (+ 3,91kg/m”"2) (siche Tabelle 3).

Die Patienten wiesen durchschnittlich 15,31 Ausbildungsjahre (+ 3,94 Jahre) auf, die
Kontrollen 17,18 Jahre (£ 2,98 Jahre). Das durchschnittliche Ergebnis im MMST belief
sich in der Patientengruppe auf 23,77 (+ 3,80), in der Kontrollgruppe auf 29,48 (£ 1,12).
Die genannten Parameter wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung und
mittels Levene’s-Test auf Varianzhomogenitit getestet. Mit Ausnahme des MMST und
der Ausbildungsjahre zeigten alle Parameter eine Normalverteilung und
Varianzhomogenitit und wurden mittels T-Test fiir unabhdngige Stichproben analysiert.
Dabei zeigte sich, dass die beiden Gruppen leidglich im Hinblick auf das Korpergewicht
einen signifikanten Unterschied mit einem héheren Gewicht in der Kontrollgruppe

aufwiesen (p = 0,03; 95%-KI: -15,15; -0,69) (siche Tabelle 3).

MMST und Ausbildungsjahre zeigten keine Normalverteilung im Shapiro-Wilk-Test
und wurden mittels Mann-Whitney-U-Test analysiert. Dabei ergab sich, dass die
Kontrollprobanden einen signifikante hheren MMST (p < 0,01) und signifikant mehr
Ausbildungsjahre (p = 0,03) aufwiesen (sieche Tabelle 3).

Von den 51 Probanden konnten erfolgreich alle Abstriche entnommen werden. Ein
Patient war dabei jedoch nicht dazu in der Lage, ausreichend Speichel zu sammeln,
weswegen jeweils 51 Abstriche und 50 salivare Proben im weiteren Verlauf zur

Verfiigung standen.
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Tabelle 3 Allgemeine Probandencharakteristiken verglichen mit T-Test fiir unabhdngige

Stichproben, beziehungsweise Mann-Whitney-U-Test (o. = 0,05, signifikante Ergebnisse

mit *)
Parameter Pat. (Mittelwert + Kon. (Mittelwert + p-Wert 95%-KI
Standardabweichung) | Standardabweichung)
(n=26) (n=25)
Alter (Jahre) 67,85 (+ 8,26) 67,36 (£9,15) 0,84 -4,42; 5,39
Gewicht (kg) 69,50 (= 13,04) 77,42 (£ 12,64) 0,03* -15,15; -0,69
GroBe (m) 1,71 (= 0,10) 1,73 (£ 0,09) 0,35 -0,08; 0,03
BMI (kg/m”"2) 23,73 (+3,52) 25,79 (£3.91) 0,05 -4,15; 0,03
Ausbildungsjahre (Jahre) 15,31 (= 3,94) 17,18 (+2,98) 0,03%* -
MMST 23,77 (= 3,30) 29,48 (£ 1,12) 0,01* -

3.2 Mundhygiene und Mundstatus

Zur orientierenden Erfassung der Mundgesundheit wurden der SBI und die Zahnanzahl
nach FDI-Schema erhoben. Zusétzlich wurde anamnestisch die Mundhygiene eruiert.
Die Patienten hatten durchschnittlich 23,42 (+ 7,49), die Kontrollprobanden 24,20 (+
6,85) Zahne. Der SBI lag fiir die Patienten bei 1,48 (+ 0,59) und fiir die Kontrollen bei
1,55 (£ 0,67).

SBI und Zahnanzahl wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung und
mittels Levene’s-Test auf Varianzhomogenitit getestet. Beide Parameter zeigten keine
Normalverteilung im Shapiro-Wilk-Test und wurden mittels Mann-Whitney-U-Test
analysiert, wobei keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen

gefunden werden konnten.

Die anamnestischen Parameter (siche 8.4 Dokumentationsbogen) wurden mittels Chi-
Quadrat-Test, beziechungsweise exaktem Test nach Fisher bei Zellhdufigkeiten unter
fiinf analysiert. Hierbei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen identifiziert werden. Die exakte Verteilung der Antworten ist in Tabelle 4

aufgefiihrt.
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Tabelle 4 Anamnestisch erhobene Parameter der Mundgesundheit und —hygiene

verglichen mit Chi-Quadrat-Test, beziehungsweise exaktem Test nach Fisher (a. = 0,05)

Parameter Patienten Antwort “Ja” | Kontrollen Antwort “Ja” p-Wert
Vorliegen einer Parodontitis? 4 5 0,73
Vorliegen einer Parodontitis in den letzten 5 7 0,46
10 Jahren?

Parodontitis-Behandlung in den letzten 10 2 3 0,67
Jahren?

Vorliegen von Karies? 5 3 0,70
Vorliegen von Karies in den letzten 10 13 14 0,67
Jahren?

Karies-Behandlung in den letzten 10 12 14 0,48
Jahren?

Zahn-Extraktion in den letzten 10 Jahren? 10 15 0,12
Zahnprothese? 6 4 0,73
Wahrnehmung von 21 22 0,70
Zahnarztkontrolluntersuchungen?

Tégliche Durchfiihrung von Maflnahmen 25 24 1,00
der Mundhygiene?

Vorhandensein subjektiver 5 3 0,70
Mundtrockenheit?
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3.3 Whole-Genome-Sequenzierung

3.3.1 Durchschnittliche relative Abundanzen
Insgesamt konnten im Rahmen der metagenomischen Sequenzierung von 50 salivaren
Proben 11578948 Reads mit einer mittleren Lange von 2487bp und einer mittleren

Readzahl von 231578 sequenziert werden.

Die Phyla mit der hochsten relativen Abundanz {iber alle Proben hinweg waren
Firmicutes mit 36,25% bei den Patienten und 39,53% bei den Kontrollen,
Actinobacteria mit 23,77% bei den Patienten und 24,00% bei den Kontrollen,
Bacteroidetes mit 20,17% bei den Patienten und 19,92% bei den Kontrollen,
Proteobacteria mit 14,47% bei den Patienten und 11,89% bei den Kontrollen und
Fusobacteria mit 4,67% bei den Patienten und 3,96% bei den Kontrollen (siche Figur 2).

M Nitrospirae
Thermodesulfobacteria

B Gemmatimonadetes
Chlorobi

B Balneolaeota
Chlamydiae

W Aquificae

B Verrucomicrobia

Acidobacteria
0.6 B Thermotogae
B Synergistetes
0.5 M Chloroflexi
M Planctomycetes
0.4 Deinococcus-Thermus
W Cyanobacteria
Tenericutes
0.3 M Spirochaetes
Candidatus Saccharibacteria
0.2 B Fusobacteria
W Proteobacteria
0.1 Bacteroidetes
) B Actinobacteria
MW Firmicutes
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Patienten Kontrollen

0.9

0.8

0.7

Mittlere relative Abundanz

Figur 2 Verteilung der relativen Abundanzen auf Phylum-Ebene der metagenomischen
Sequenzierung von 50 salivaren Proben aufgeteilt nach Patienten und Kontrollen.

Aufgefiihrt sind alle identifizierten Phyla.

Auf Genus-Ebene konnten Streptococcus (18,90% bei den Patienten, 21,80% bei den
Kontrollen), Prevotella (16,60% bei den Patienten, 17,21% bei den Kontrollen), Rothia
(9,55% bei den Patienten, 11,04% bei den Kontrollen), Veillonella (7,68% bei den
Patienten, 8,60% bei den Kontrollen), Neisseria (5,74% bei den Patienten, 6,22% bei
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den Kontrollen), Schaalia (5,14% bei den Patienten, 6,32% bei den Kontrollen),
Actinomyces (5,00% bei den Patienten, 4,14% bei den Kontrollen) und Haemophilus
(3,42% bei den Patienten, 3,74% bei den Kontrollen) als Taxa mit hoher relativer

Abundanz identifiziert werden (sieche Figur 3).

1 Weitere Genera (<1%)
0.9 B Mogibacterium
B Megasphaera
0.8 Granulicatella
B Capnocytophaga
E 0.7 ¥ Gemella
'E 0.6 B Porphyromonas
2 B Fusobacterium
E 0.5 Enterobacter
= B Leptotrichia
s 04 Haemophilus
§ 03 B Actinomyces
é Schaalia
0.2 B Neisseria
¥ Veillonella
0.1 Rothia
0 ¥ Prevotella
Patienten Kontrollen ® Streptococcus

Figur 3 Verteilung der relativen Abundanzen auf Genus-Ebene der metagenomischen
Sequenzierung von 50 salivaren Proben aufgeteilt nach Patienten und Kontrollen.
Aufgefiihrt sind alle identifizierten Genera mit einer relativen Abundanz von mindestens

1%, alle weiteren Genera sind gebiindelt dargestellt.

Auf Spezies-Ebene konnten als Taxa mit hoher Abundanz absteigend geordnet unter
anderem Rothia mucilaginosa, Schaalia odontolytica, Prevotella melaninogenica,
Veillonella dispar, Haemophilus parainfluenzae, Veillonella atypica, Prevotella
histicola, Neisseria subflava und Streptococcus parasanguinis identifiziert werden. Figur
4 zeigt die Verteilung der relativen Abundanzen aller Spezies, deren mittlere Abundanz

tiber alle Proben hinweg mindestens 1% erreicht (siche Figur 4).
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Figur 4 Heatmap zur Darstellung der relativen Abundanzen auf Spezies-Ebene der
metagenomischen Sequenzierung von 50 salivaren Proben. Von links nach rechts sind
zundchst alle Patienten, gefolgt von allen Kontrollen dargestellt. Aufgefiihrt sind alle
identifizierten Spezies mit einer relativen Abundanz von mindestens 1% iiber alle
Proben hinweg, alle weiteren Spezies sind nicht aufgefiihrt. Von oben nach unten sind

die Spezies absteigend geordnet nach ihrer mittleren Abundanz.

3.3.2 Alpha-Diversitit

Die Alpha-Diversitit wurde in Form des Simpson- und Shannon-Index ermittelt. Die
absoluten Readzahlen wurden hierfiir mit SRS in R auf eine Gesamt-Readzahl von 500
Reads pro Probe normalisiert. Sechs Proben (fiinf in der Patientengruppe und eine in der
Kontrollgruppe) wurden dadurch nicht in der Bestimmung der Alpha-Diversitit der 50

salivaren Proben der metagenomischen Sequenzierung beriicksichtigt.

Simpson- und Shannon-Index wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung
und mittels Levene’s-Test auf Varianzhomogenitét getestet, wobei beide Tests
Varianzhomogenitit, jedoch der Simpson-Index im Gegensatz zum Shannon-Index
keine Normalverteilung zeigten. Der Simpson-Index wurde daher mittels Mann-
Whitney-U- und der Shannon-Index mittels T-Test fiir unabhingige Stichproben
analysiert. Dabei ergab sich fiir beide Indizes kein signifikanter Unterschied zwischen

Patienten und Kontrollen (siche 8.5 Weitere Tabellen).
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3.3.3 Beta-Diversitit

Zur Bestimmung der Beta-Diversitit wurden die Bray-Curtis-Dissimilaritit und PCoA
ermittelt, sowie eine differentielle Abundanz-Analyse mittels LEfSe und ANCOM-BC2
fiir Spezies-, Genus-, Familie-, Ordnungs-, Klasse- und Phylum-Ebene durchgefiihrt. Im
Folgenden werden die Ergebnisse auf Spezies-Ebene beschrieben. Fiir die Ergebnisse
der anderen taxonomischen Ebenen siehe 8.5 Weitere Tabellen und 8.6 Weitere

Graphen.

Bei der Analyse der metagenomischen Sequenzierung von 50 salivaren Proben wurden
insgesamt 2122 unterschiedliche Spezies identifiziert. Fiir die Bray-Curtis-Dissimilaritét
wurden die Proben auf die Anwesenheit und Abundanz dieser Bakterien-Spezies hin
untersucht und anschliefend die PCoA durchgefiihrt, um die Dissimilarititen in einem
zweidimensionalen Raum darzustellen und eine eventuelle Gruppierung von Patienten
und Kontrollen zu erfassen. Die PCoA zeigt dabei eine Trennung zwischen Patienten (in
griin) und Kontrollen (in rot). Obwohl sich die Proben aus beiden Gruppen iiberlappen,
zeigen die Proben aus der Kontrollgruppe eine engere Gruppierung, wihrend die Proben
aus der Patientengruppe weiter gestreut sind. Diese Anordnung kann als Hinweis auf
unterschiedliche bakterielle Gemeinschaften auf Spezies-Ebene betrachtet werden

(siehe Figur 5).
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Figur 5 PCoA basierend auf der Bray-Curtis-Dissimilaritdt der metagenomischen
Sequenzierung von 50 salivaren Proben. Patienten sind in griin und Kontrollen in rot
dargestellt. Die Proben der Kontrollgruppe zeigen eine engere Gruppierung, wéihrend

die Proben der Patientengruppe weiter gestreut sind.
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Im Rahmen der differentiellen Abundanz-Analyse mit LEfSe auf Spezies-Ebene wurden
sechs Taxa identifiziert, deren relative Abundanz sich zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe statistisch signifikant unterschied und die im Rahmen der linearen
Diskriminanz-Analyse mindestens einen LDA-Score von 2, beziehungsweise -2 erreicht
haben und daher als potentielle Biomarker zur Differenzierung der beiden Gruppen

eingestuft wurden.

Absteigend geordnet nach LDA-Score wurden Fusobacterium nucleatum, Atopobium
rimae und Olsenella uli als Spezies mit hoherer Abundanz in der Patientengruppe und
Veillonella dispar, Streptococcus parasanguinis und Streptococcus NPS 308 als Spezies

mit hoherer Abundanz in der Kontrollgruppe identifiziert (siche Figur 6 und Tabelle 5).

sooacteriuryrucieatum

stopdblumrirnae

Sbrepbococous parasan guynis
elllonelladspar

—4 -3 2 1 0 1 2 3

LDA SCORE (log 10)

Figur 6 Bakterien-Spezies, die mittels LEfSe im Rahmen der Analyse der
metagenomischen Sequenzierung von 50 salivaren Proben als statistisch signifikant
identifiziert wurden. Dargestellt sind Taxa, die im Rahmen der linearen Diskriminanz-
Analyse einen LDA-Score von mindestens 2, beziehungsweise -2 erreicht haben.
Insgesamt konnten sechs Bakterien-Spezies identifiziert werden, die als potentielle
Biomarker zur Differenzierung der beiden Gruppen mit héherer Abundanz in der

Patienten-Gruppe (in griin), beziehungsweise Kontroll-Gruppe (in rot) dienen konnen.
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Tabelle 5 Mit LEfSe identifizierte Bakterien-Spezies in der metagenomischen

Sequenzierung von 50 salivaren Proben geordnet nach LDA-Score.

Taxon Gruppe mit erh6htem Vorkommen LDA-Score (log10)
Fusobacterium nucleatum Patienten 3,44
Atopobium rimae Patienten 3,08
Olsenella uli Patienten 2,81
Veillonella dispar Kontrollen -3,73
Streptococcus parasanguinis Kontrollen -3,63
Streptococcus sp NPS308 Kontrollen -2,98

Mit Hilfe der zweiten Methode zur differentiellen Abundanz-Analyse ANCOM-BC2
konnten insgesamt 52 Bakterien-Spezies identifiziert werden, deren absolute Readzahl
einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen Patienten- und Kontrollgruppe
zeigte. Davon kamen 9 Spezies mit einer hoheren Abundanz in der Patienten- und 43
mit einer hoheren Abundanz in der Kontrollgruppe vor. Absteigend geordnet nach der
Log-fold-change wurden dabei Enterobacter hormaechei, Lactobacillus vaginalis,
Parascardovia denticolens, Streptococcus agalactiae, Lactobacillus gasseri, Ottowia sp.
oral taxon 894, Olsenella uli, Prevotella oralis und Lactobacillus fermentum als Taxa
mit hoherer Abundanz in der Patientengruppe identifiziert. In der Kontrollgruppe
konnten umgekehrt unter anderem Bacteroides zoogleoformans, Filifactor alocis,
Neisseria sp. KEM232, Alloprevotella rava, Schaalia odontolytica, Streptococcus
parasanguinis und Veillonella dispar als Taxa mit hoherer Abundanz identifiziert

werden (siehe Figur 7 und Tabelle 6).

Zusétzlich konnte Luteimonas sp. Gr-4 als hinreichend pravalente strukturelle Null
identifiziert werden mit einem Vorkommen in drei Proben in der Patientengruppe. 16
der 52 identifizierten Bakterien-Spezies blieben dabei aulerdem im Rahmen der
Sensitivitits-Analyse mit aufsteigenden Pseudo-Counts weiterhin statistisch signifikant
(siehe Tabelle 6). Die vier Spezies Streptococcus parasanguinis, Olsenella uli,
Veillonella dispar und Streptococcus sp. NPS 308 wurden dabei auBerdem sowohl

mittels LEfSe, als auch ANCOM-BC?2 identifiziert.

58



Figur 7 Bakterien-
Spezies, die mittels
ANCOM-BC2 im
Rahmen der Analyse der
metagenomischen
Sequenzierung von 50
salivaren Proben als
statistisch signifikant
identifiziert wurden.
Dargestellt ist die Log-
fold-change mit
Standardfehler der
Patienten- zur Kontroll-
Gruppe als Wasserfall-
Diagramm. Taxa mit
hoherer Abundanz in der
Patienten-Gruppe sind in
griin und fiir die
Kontroll-Gruppe in rot
dargestellt. Insgesamt
konnten 52 Bakterien-
Spezies identifiziert
werden, deren Abundanz
zwischen den beiden
Gruppen einen
statistisch signifikanten

Unterschied zeigte.
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Tabelle 6 Mit ANCOM-BC? identifizierte Bakterien-Spezies der metagenomischen

Sequenzierung von 50 salivaren Proben geordnet nach Log-fold-change. Aufgefiihrt

sind auflerdem der adjustierte p-Wert und das Ergebnis der Sensitivitdtsanalyse mit

aufsteigenden Pseudo-Counts.

Taxon Log-fold- Standardfehler p-Wert Robust nach
change Sensitivititsanalyse
Enterobacter hormaechei -5.51 0.33 0.01 FALSE
Lactobacillus vaginalis -1.58 0.19 0.01 FALSE
Parascardovia denticolens -1.57 0.24 0.01 FALSE
Streptococcus agalactiae -1.25 0.17 0.03 TRUE
Lactobacillus gasseri -1.12 0.18 0.03 FALSE
Ottowia sp. oral taxon 894 -0.97 0.21 0.03 FALSE
Olsenella uli -0.97 0.17 0.01 FALSE
Prevotella oralis -0.80 0.19 0.03 FALSE
Lactobacillus fermentum -0.73 0.18 <0.05 FALSE
(0,049)
Leptotrichia trevisanii 0.48 0.16 0.04 FALSE
Neisseria lactamica 0.54 0.17 <0.05 FALSE
(0,049)
Haemophilus sputorum 0.55 0.18 0.05 FALSE
Prevotella timonensis 0.56 0.16 0.03 FALSE
Leptotrichia shahii 0.58 0.16 0.03 FALSE
Oribacterium sinus 0.62 0.23 <0.05 TRUE
(0,049)
TM7 phylum sp. oral taxon 0.63 0.19 0.03 FALSE
957
Haemophilus haemolyticus 0.66 0.16 0.01 FALSE
Haemophilus influenzae 0.66 0.16 0.02 FALSE
TM7 phylum sp. oral taxon 0.67 0.20 0.03 FALSE
488
Streptococcus sp. I-G2 0.68 0.20 0.03 TRUE
Streptococcus sp. A12 0.69 0.26 <0.05 FALSE
(0,049)
Treponema vincentii 0.70 0.16 <0.05 FALSE
(0,049)
Granulicatella adiacens 0.71 0.23 0.03 TRUE
Prevotella scopos 0.72 0.19 0.01 FALSE
Streptococcus australis 0.72 0.22 0.03 FALSE
Neisseria meningitidis 0.72 0.19 0.01 TRUE
Lachnoanaerobaculum 0.73 0.24 0.03 FALSE
saburreum
Prevotella saccharolytica 0.74 0.16 0.03 FALSE
Streptococcus 0.74 0.17 0.01 FALSE
pseudopneumoniae
Actinomyces pacaensis 0.76 0.21 0.01 FALSE
Streptococcus pneumoniae 0.76 0.19 0.01 FALSE
Prevotella dentalis 0.77 0.17 0.02 FALSE
Haemophilus parainfluenzae 0.78 0.25 0.03 TRUE
Prevotella melaninogenica 0.79 0.27 0.03 TRUE
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Streptococcus sp. NPS 308 0.80 0.18 0.01 TRUE
Streptococcus sp. 116-D4 0.83 0.17 0.01 FALSE
Prevotella dentasini 0.86 0.17 0.04 FALSE
Rothia mucilaginosa 0.86 0.26 0.02 TRUE
Neisseria flavescens 0.90 0.19 0.01 FALSE
Streptococcus salivarius 0.92 0.33 0.04 TRUE
Treponema denticola 0.93 0.17 0.01 FALSE
Fusobacterium hwasookii 0.97 0.20 0.03 TRUE
Prevotella bryantii 0.97 0.17 <0.05 FALSE
(0,049)
Streptococcus sp. LPB0220 0.99 0.33 0.03 TRUE
Haemophilus sp. oral taxon 1.01 0.18 0.03 FALSE
(\)/3e6illonella dispar 1.06 0.27 0.01 TRUE
Streptococcus parasanguinis 1.06 0.30 0.01 TRUE
Schaalia odontolytica 1.07 0.31 0.01 TRUE
Alloprevotella rava 1.07 0.25 0.01 FALSE
Neisseria sp. KEM232 1.20 0.22 0.03 FALSE
Filifactor alocis 1.53 0.20 0.01 TRUE
Bacteroides zoogleoformans 1.65 0.20 0.03 FALSE
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3.4 Full-Length-16S-Sequenzierung

3.4.1 Saliva

3.4.1.1 Durchschnittliche relative Abundanzen

Insgesamt konnten im Rahmen der Full-Length-16S-Sequenzierung von 50 salivaren
Proben 5611792 Reads mit einer mittleren Lange von 1400bp und einer mittleren

Readzahl von 112236 sequenziert werden.

Die Phyla mit der hochsten relativen Abundanz {iber alle Proben hinweg waren
Firmicutes mit 55,84% bei den Patienten und 58,27% bei den Kontrollen, Proteobacteria
mit 29,71% bei den Patienten und 30,15% bei den Kontrollen, Bacteroidetes mit 8,60%
bei den Patienten und 7,44% bei den Kontrollen, Fusobacteria mit 4,31% bei den
Patienten und 2,87% bei den Kontrollen und Actinobacteria mit 1,08% bei den

Patienten und 1,00% bei den Kontrollen (siehe Figur 8).
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Figur 8 Verteilung der relativen Abundanzen auf Phylum-Ebene der Full-Length-16S-
Sequenzierung von 50 salivaren Proben aufgeteilt nach Patienten und Kontrollen.

Aufgefiihrt sind alle identifizierten Phyla.

Auf Genus-Ebene konnten Streptococcus (28,08% bei den Patienten, 32,32% bei den
Kontrollen), Haemophilus (15,48% bei den Patienten, 19,55% bei den Kontrollen),
Veillonella (12,65% bei den Patienten, 13,89% bei den Kontrollen), Campylobacter
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(6,43% bei den Patienten, 4,13% bei den Kontrollen), Prevotella (6,06% bei den
Patienten, 5,60% bei den Kontrollen), Neisseria (5,24% bei den Patienten, 5,42% bei
den Kontrollen) und Leptotrichia (2,62% bei den Patienten, 1,67% bei den Kontrollen)

als Taxa mit hoher relativer Abundanz identifiziert werden (siehe Figur 9).
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Y 0.4 H Leptotrichia
% 0.3 Neisseria
E B Prevotella
0.2 B Campylobacter
0.1 Veillonella
B Haemophilus
0 B Streptococcus
Patienten Kontrollen

Figur 9 Verteilung der relativen Abundanzen auf Genus-Ebene der Full-Length-16S-
Sequenzierung von 50 salivaren Proben aufgeteilt nach Patienten und Kontrollen.
Aufgefiihrt sind alle identifizierten Genera mit einer relativen Abundanz von mindestens

1%, alle weiteren Genera sind gebiindelt dargestellt.

Auf Spezies-Ebene konnten als Taxa mit hoher Abundanz absteigend geordnet unter
anderem Haemophilus parainfluenzae, Streptococcus salivarius, Veillonella dispar,
Neisseria subflava, Campylobacter concisus, Streptococcus oralis und Veillonella
parvula identifiziert werden. Figur 10 zeigt die Verteilung der relativen Abundanzen
aller Spezies, deren mittlere Abundanz {iber alle Proben hinweg mindestens 1% erreicht

(siehe Figur 10).

63



H. parainfluenzae

Str. salivarius -

V. dispar

N. subflava

C. concisus

5tr. oralis

V. parvula

Str. sp. LPB0220

Str. sp. oral taxon 431
V. atypica

Str. parasanguinis

Str. mitis

Str. sp. FDAARGOS_192
P. melaninogenica

Spezies

G. elegans
L. wadei
Str. sp. A12
A. segnis

P. histicola

M. micronuciformis

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Relative Abundanz

Figur 10 Heatmap zur Darstellung der relativen Abundanzen auf Spezies-Ebene der
Full-Length-16S-Sequenzierung von 50 salivaren Proben. Von links nach rechts sind
zundchst alle Patienten, gefolgt von allen Kontrollen dargestellt. Aufgefiihrt sind alle
identifizierten Spezies mit einer relativen Abundanz von mindestens 1% iiber alle
Proben hinweg, alle weiteren Spezies sind nicht aufgefiihrt. Von oben nach unten sind

die Spezies absteigend geordnet nach ihrer mittleren Abundanz.

3.4.1.2 Alpha-Diversitit

Die Alpha-Diversitit wurde in Form des Simpson- und Shannon-Index ermittelt. Die
absoluten Readzahlen wurden hierfiir mit SRS in R auf eine Gesamt-Readzahl von
22945 Reads, entsprechend der Readzahl der Probe mit der geringsten

Sequenzierungstiefe normalisiert.

Simpson- und Shannon-Index wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung
und mittels Levene’s-Test auf Varianzhomogenitét getestet, wobei beide Tests
Varianzhomogenitét, jedoch der Simpson-Index im Gegensatz zum Shannon-Index
keine Normalverteilung zeigten. Der Simpson-Index wurde daher mittels Mann-
Whitney-U- und der Shannon-Index mittels T-Test fiir unabhdngige Stichproben
analysiert. Dabei ergab sich fiir beide Indizes kein signifikanter Unterschied zwischen

Patienten und Kontrollen (siche 8.5 Weitere Tabellen).
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3.4.1.3 Beta-Diversitit

Wie bereits in 3.3.3 Beta-Diversitét beschrieben wurde die Beta-Diversitét mittels Bray-
Curtis-Dissimilaritdt und PCoA, LEfSe und ANCOM-BC?2 analysiert. Im Folgenden
werden die Ergebnisse auf Spezies-Ebene beschrieben. Fiir die Ergebnisse der anderen

taxonomischen Ebenen sieche 8.5 Weitere Tabellen und 8.6 Weitere Graphen.

Bei der Analyse der Full-Length-16S-Sequenzierung von 50 salivaren Proben wurden
insgesamt 511 unterschiedliche Spezies identifiziert. Fiir die Bray-Curtis-Dissimilaritat
wurden die Proben auf die Anwesenheit und Abundanz dieser Bakterien-Spezies hin

untersucht und anschlieend die PCoA durchgefiihrt

Die PCoA zeigt dabei eine weniger deutliche Trennung zwischen Patienten (in griin)
und Kontrollen (in rot) als die Proben der metagenomischen Sequenzierung (siehe 3.3.3
Beta-Diversitdt). Trotzdem lésst sich eine weitere Streuung der Proben aus der

Patientengruppe erkennen (siehe Figur 11).
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Figur 11 PCoA basierend auf der Bray-Curtis-Dissimilaritdt der Full-Length-16S-
Sequenzierung von 50 salivaren Proben. Patienten sind in griin und Kontrollen in rot
dargestellt. Die Proben der Kontrollgruppe zeigen eine engere Gruppierung, wdhrend

die Proben der Patientengruppe weiter gestreut sind.
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Im Rahmen der differentiellen Abundanz-Analyse mit LEfSe auf Spezies-Ebene wurden
30 Taxa identifiziert, deren relative Abundanz sich zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe statistisch signifikant unterschied und die im Rahmen der linearen

Diskriminanz-Analyse mindestens einen LDA-Score von 2, beziehungsweise -2 erreicht

haben.

Absteigend geordnet nach LDA-Score wurden unter anderem Veillonella parvula,
Prevotella nigrescens, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter gracilis,
Campylobacter showae, Streptococcus anginosus und Capnocytophaga gingivalis als
Spezies mit hoherer Abundanz in der Patientengruppe und Veillonella dispar,
Streptococcus LPB 0220 und Streptococcus australis als Spezies mit hoherer Abundanz

in der Kontrollgruppe identifiziert (siehe Figur 12 und Tabelle 7).
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Figur 12 Bakterien-Spezies, die mittels LEfSe im Rahmen der Analyse der Full-Length-
16S-Sequenzierung von 50 salivaren Proben als statistisch signifikant identifiziert
wurden. Dargestellt sind Taxa, die im Rahmen der linearen Diskriminanz-Analyse einen
LDA-Score von mindestens 2, beziehungsweise -2 erreicht haben. Insgesamt konnten 30
Bakterien-Spezies identifiziert werden, die als potentielle Biomarker zur
Differenzierung der beiden Gruppen mit héherer Abundanz in der Patienten-Gruppe (in

griin), beziehungsweise Kontroll-Gruppe (in rot) dienen konnen.
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Tabelle 7 Mit LEfSe identifizierte Bakterien-Spezies in der Full-Length-16S-

Sequenzierung von 50 salivaren Proben geordnet nach LDA-Score.

Taxon Gruppe mit erhohtem Vorkommen LDA-Score (log10)
Veillonella parvula Patienten 4,06
Prevotella nigrescens Patienten 3,48
Fusobacterium nucleatum Patienten 3,36
Campylobacter gracilis Patienten 3,20
Campylobacter showae Patienten 3,15
Streptococcus anginosus Patienten 3,13
Capnocytophaga gingivalis Patienten 3,01
Selenomonas sp_oraltaxon920 Patienten 2,99
Ottowia_sp_oraltaxon894 Patienten 2,81
Capnocytophaga granulosa Patienten 2,72
Anaeroglobus geminatus Patienten 2,72
Selenomonas noxia Patienten 2,68
Prevotella loescheii Patienten 2,66
Eikenella corrodens Patienten 2,63
Dialister pneumosintes Patienten 2,61
Streptococcus periodonticum Patienten 2,59
Capnocytophaga leadbetteri Patienten 2,58
Selenomonas infelix Patienten 2,57
Lancefieldella rimae Patienten 2,55
Candidatus_saccharibateria Patienten 2,54
bacterium_oraltaxon955

Lactobacillus oris Patienten 2,46
f Eubacterium_brachy Patienten 2,43
Prevotella maculosa Patienten 2,31
Lactobacillus rhamnosus Patienten 2,30
Treponema socranskii Patienten 2,23
Leptotrichia hofstadii Patienten 2,12
Prevotella oralis Patienten 2,01
Veillonella dispar Kontrollen -4,15
Streptococcus sp_LPB0220 Kontrollen -3,87
Streptococcus australis Kontrollen -2,71
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Mit ANCOM-BC2 konnten insgesamt 49 Bakterien-Spezies identifiziert werden, deren
absolute Readzahl einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe zeigte. Davon kamen 41 Spezies mit einer hoheren Abundanz in der
Patienten- und acht mit einer hoheren Abundanz in der Kontrollgruppe vor. Absteigend
geordnet nach der Log-fold-change wurden dabei unter anderem Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus vaginalis, Prevotella pleuritidis, Lactobacillus ultunensis, Neisseria sicca,
Lactobacillus salivarius, Prevotella multiformis, Prevotella nigrescens, Streptococcus
lactarius und Prevotella intermedia als Taxa mit hoherer Abundanz in der
Patientengruppe identifiziert. In der Kontrollgruppe konnten umgekehrt
Pseudoramibacter alactolyticus, Pseudobutyrivibrio xylanivorans, Streptococcus sp.
LPB 0220, Haemophilus sputorum, Haemophilus influenzae, Lautropia dentalis,
Neisseria flavescens und Oribacterium sinus als Taxa mit hoherer Abundanz

identifiziert werden (siehe Figur 13 und Tabelle 8).

Zusétzlich konnten 15 Spezies als hinreichend pravalente strukturelle Nullen
identifiziert werden, wovon zehn in der Patienten- und fiinf in der Kontrollgruppe
identifiziert wurden (sieche Tabelle 9). Nur vier der 49 identifizierten Bakterien-Spezies
blieben dabei auBBerdem im Rahmen der Sensitivitdts-Analyse mit aufsteigenden
Pseudo-Counts weiterhin statistisch signifikant. Diese Spezies waren Prevotella oralis,
Selenomonas flueggei, Selenomonas noxia und Prevotella maculosa. Dariiber hinaus
konnten die sechs Spezies Prevotella nigrescens, Prevotella oralis, Prevotella maculosa
Selenomonas infelix, Selenomonas noxia und Dialister pneumosintes sowohl mittels

LEfSe, als auch ANCOM-BC?2 identifiziert werden.
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Figur 13 Bakterien-Spezies,
die mittels ANCOM-BC?2 im
Rahmen der Analyse der Full-
Length-16S-Sequenzierung
von 50 salivaren Proben als
statistisch signifikant
identifiziert wurden.
Dargestellt ist die Log-fold-
change mit Standardfehler der
Patienten- zur Kontroll-
Gruppe als Wasserfall-
Diagramm. Taxa mit hoherer
Abundanz in der Patienten-
Gruppe sind in griin und fiir
die Kontroll-Gruppe in rot
dargestellt. Insgesamt konnten
49 Bakterien-Spezies
identifiziert werden, deren
Abundanz zwischen den
beiden Gruppen einen
statistisch signifikanten

Unterschied zeigte.
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Lactobacillus gasseri
Lactobacillus vaginalis 4
Prevotella pleuritidis -
Lactobacillus ultunensis -
Meisseria sicca |

Lactobacillus salivarius -
Prevotella multiformis -
Prevotella nigrescens -
Streptococcus lactarius
Prevotella intermedia -
Limosilactobacillus fermentum 4
Lachnospiraceae bacterium oral taxon 500 -
Treponema amylovorum -
Alloprevotella tannerae -
Schwartzia succinivorans -
Fretibacterium fastidiosum
Prevotella denticola -
Selenomonas sputigena -
Streptococcus milleri 4
Streptococcus gwangjuense
Dialister invisus -

Dialister pneumosintes 4
Mogibacterium timidum -
Butyrivibrio crossotus 4
Simonsiella muelleri |
Paludibacter propionicigenes
Streptococcus agalactiae
Rothia dentocariosa -
Prevotella oulorum
Selenomonas infelix |

Neisseria macacae

Prevotella oralis {

Selenomonas flueggei 4
Prevotella aurantiaca -
Leptotrichia hongkongensis
Selenomonas noxia
Ruminiclostridium cellobioparum -
Selenomonas artemidis
Porphyromonas endodontalis
Prevotella maculosa
Prevotella multisaccharivorax -
Oribacterium sinus -

Neisseria flavescens -
Lautropia dentalis
Haemophilus influenzae -
Haemophilus sputorum -
Streptococcus sp. LPB0220 -
Pseudobutyrivibrio xylanivorans
Pseudoramibacter alactolyticus
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Tabelle 8 Mit ANCOM-BC? identifizierte Bakterien-Spezies der Full-Length-16S-
Sequenzierung von 50 salivaren Proben geordnet nach Log-fold-change. Aufgefiihrt
sind auflerdem der adjustierte p-Wert und das Ergebnis der Sensitivitdtsanalyse mit

aufsteigenden Pseudo-Counts.

Taxon Log-fold- Standardfehler p-Wert Robust nach
change Sensitivititsanalyse
Lactobacillus gasseri -2.76 0.23 <0.01 FALSE
Lactobacillus vaginalis -2.57 0.24 <0.01 FALSE
Prevotella pleuritidis -1.90 0.16 <0.01 FALSE
Lactobacillus ultunensis -1.77 0.25 <0.01 FALSE
Neisseria sicca -1.58 0.22 <0.01 FALSE
Lactobacillus salivarius -1.55 0.22 <0.01 FALSE
Prevotella multiformis -1.53 0.17 <0.01 FALSE
Prevotella nigrescens -1.51 0.34 <0.01 FALSE
Streptococcus lactarius -1.46 0.16 <0.01 FALSE
Prevotella intermedia -1.36 0.19 <0.01 FALSE
Limosilactobacillus -1.35 0.24 <0.01 FALSE
fermentum
Lachnospiraceae bacterium -1.29 0.17 <0.01 FALSE
oral taxon 500
Treponema amylovorum -1.24 0.21 0.01 FALSE
Alloprevotella tannerae -1.20 0.29 <0.01 FALSE
Schwartzia succinivorans -1.15 0.22 <0.01 FALSE
Fretibacterium fastidiosum -1.14 0.26 <0.01 FALSE
Prevotella denticola -1.12 0.30 0.01 FALSE
Selenomonas sputigena -1.08 0.32 0.02 FALSE
Streptococcus milleri -1.05 0.29 0.01 FALSE
Streptococcus gwangjuense -0.99 0.30 0.03 FALSE
Dialister invisus -0.94 0.34 <0.05 FALSE
(0,049)
Dialister pneumosintes -0.93 0.24 0.01 FALSE
Mogibacterium timidum -0.88 0.20 <0.01 FALSE
Butyrivibrio crossotus -0.87 0.16 0.01 FALSE
Simonsiella muelleri -0.85 0.18 0.02 FALSE
Paludibacter propionicigenes -0.84 0.17 <0.01 FALSE
Streptococcus agalactiae -0.83 0.21 0.02 FALSE
Rothia dentocariosa -0.83 0.18 <0.01 FALSE
Prevotella oulorum -0.82 0.26 0.03 FALSE
Selenomonas infelix -0.82 0.24 0.02 FALSE
Neisseria macacae -0.82 0.17 <0.05 FALSE
(0,049)
Prevotella oralis -0.81 0.18 0.02 TRUE
Selenomonas flueggei -0.74 0.18 0.02 TRUE
Prevotella aurantiaca -0.74 0.15 0.05 FALSE
Leptotrichia hongkongensis -0.72 0.24 0.04 FALSE
Selenomonas noxia -0.72 0.25 <0.05 TRUE




(0,045)

Ruminiclostridium -0.68 0.21 0.03 FALSE
cellobioparum

Selenomonas artemidis -0.67 0.22 0.04 FALSE
Porphyromonas endodontalis -0.67 0.22 0.05 FALSE
Prevotella maculosa -0.66 0.21 0.04 TRUE
Prevotella multisaccharivorax -0.62 0.17 0.04 FALSE
Oribacterium sinus 0.66 0.23 0.04 FALSE
Neisseria flavescens 0.68 0.17 0.04 FALSE
Lautropia dentalis 0.78 0.16 0.03 FALSE
Haemophilus influenzae 0.80 0.17 0.01 FALSE
Haemophilus sputorum 1.11 0.23 <0.01 FALSE
Streptococcus sp. LPB0220 1.27 0.42 0.03 FALSE
Pseudobutyrivibrio 1.31 0.20 <0.01 FALSE
xylanivorans

Pseudoramibacter 1.72 0.16 0.02 FALSE
alactolyticus

Tabelle 9 Spezies der Full-Length-16S-Sequenzierung von 50 salivaren Proben, die
mittels ANCOM-BC? als strukturelle Nullen identifiziert wurden. Dargestellt sind Taxa,
die in mindestens drei Proben identifiziert wurden. Aufgefiihrt sind die Gruppe, in der
ein hoheres Vorkommen identifiziert wurde, sowie die Anzahl an Probanden bei denen

die Spezies identifiziert werden konnte.

Spezies Gruppe mit erhéhtem Vorkommen | Anzahl Treffer
[Eubacterium] minutum Patienten 4
Peptoniphilus lacrimalis Patienten 4
Lachnospiraceae bacterium Choco86 Kontrollen 4
Acidovorax temperans Patienten 3
Mycoplasma salivarium Patienten 3
Arthrobacter sp. YN Kontrollen 3
Prevotella albensis Kontrollen 3
Prevotella dentasini Patienten 3
Alloscardovia omnicolens Patienten 3
Thubacter massiliensis Patienten 3
Moryella indoligenes Kontrollen 3
Propionibacterium acidifaciens Patienten 3
Capnocytophaga ochracea Patienten 3
Staphylococcus capitis Kontrollen 3
Streptococcus constellatus Patienten 3
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3.4.2 Supragingival

3.4.2.1 Durchschnittliche relative Abundanzen

Insgesamt konnten im Rahmen der Full-Length-16S-Sequenzierung von 51
supragingivalen Proben 3414757 Reads mit einer mittleren Léange von 1375bp und einer

mittleren Readzahl von 66956 sequenziert werden.

Die Phyla mit der hochsten relativen Abundanz {iber alle Proben hinweg waren
Firmicutes mit 65,45% bei den Patienten und 58,78% bei den Kontrollen, Proteobacteria
mit 27,66% bei den Patienten und 35,59% bei den Kontrollen, Bacteroidetes mit 3,16%
bei den Patienten und 2,71% bei den Kontrollen und Fusobacteria mit 2,87% bei den

Patienten und 2,07% bei den Kontrollen (siehe Figur14).
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Figur 14 Verteilung der relativen Abundanzen auf Phylum-Ebene der Full-Length-16S-
Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben aufgeteilt nach Patienten und

Kontrollen. Aufgefiihrt sind alle identifizierten Phyla.

Auf Genus-Ebene konnten Streptococcus (39,16% bei den Patienten, 38,33% bei den
Kontrollen), Haemophilus (18,59% bei den Patienten, 24,34% bei den Kontrollen),
Veillonella (15,32% bei den Patienten, 13,37% bei den Kontrollen), Campylobacter
(4,49% bei den Patienten, 4,77% bei den Kontrollen), Neisseria (2,51% bei den

Patienten, 1,80% bei den Kontrollen) und Fusobacterium (2,23% bei den Patienten,

73



1,61% bei den Kontrollen) als Taxa mit hoher relativer Abundanz identifiziert werden

(siehe Figur 15).
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Figur 15 Verteilung der relativen Abundanzen auf Genus-Ebene der Full-Length-16S-
Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben aufgeteilt nach Patienten und
Kontrollen. Aufgefiihrt sind alle identifizierten Genera mit einer relativen Abundanz von

mindestens 1%, alle weiteren Genera sind gebiindelt dargestellt.

Auf Spezies-Ebene konnten als Taxa mit hoher Abundanz absteigend geordnet unter
anderem Haemophilus parainfluenzae, Veillonella parvula, Streptococcus mitis,
Streptococcus oralis, Streptococcus mutans, Haemophilus haemolyticus, Streptococcus
sanguinis und Campylobacter gracilis identifiziert werden. Figur 16 zeigt die Verteilung
der relativen Abundanzen aller Spezies, deren mittlere Abundanz iiber alle Proben

hinweg mindestens 1% erreicht (siche Figur 16).
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Figur 16 Heatmap zur Darstellung der relativen Abundanzen auf Spezies-Ebene der
Full-Length-16S-Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben. Von links nach rechts
sind zundichst alle Patienten, gefolgt von allen Kontrollen dargestellt. Aufgefiihrt sind
alle identifizierten Spezies mit einer relativen Abundanz von mindestens 1% iiber alle
Proben hinweg, alle weiteren Spezies sind nicht aufgefiihrt. Von oben nach unten sind

die Spezies absteigend geordnet nach ihrer mittleren Abundanz.

3.4.2.2 Alpha-Diversitit

Die Alpha-Diversitit wurde in Form des Simpson- und Shannon-Index ermittelt. Die
absoluten Readzahlen wurden hierfiir mit SRS in R auf eine Gesamt-Readzahl von 2626
Reads, entsprechend der Readzahl der Probe mit der geringsten Sequenzierungstiefe

normalisiert.

Simpson- und Shannon-Index wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung
und mittels Levene’s-Test auf Varianzhomogenitét getestet, wobei beide Tests
Varianzhomogenitét, jedoch der Simpson-Index im Gegensatz zum Shannon-Index
keine Normalverteilung zeigten. Der Simpson-Index wurde daher mittels Mann-
Whitney-U- und der Shannon-Index mittels T-Test fiir unabhdngige Stichproben
analysiert. Dabei ergab sich fiir beide Indizes kein signifikanter Unterschied zwischen

Patienten und Kontrollen (siche 8.5 Weitere Tabellen).
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3.4.2.3 Beta-Diversitit

Wie in 3.3.3 Beta-Diversitit beschrieben wurde die Beta-Diversitit mittels Bray-Curtis-
Dissimilaritidt und PCoA, LEfSe und ANCOM-BC2 analysiert. Im Folgenden werden
die Ergebnisse auf Spezies-Ebene beschrieben. Fiir die Ergebnisse der anderen

taxonomischen Ebenen sieche 8.5 Weitere Tabellen und 8.6 Weitere Graphen.

Bei der Analyse der Full-Length-16S-Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben
wurden insgesamt 321 unterschiedliche Spezies identifiziert. Fiir die Bray-Curtis-
Dissimilaritit wurden die Proben auf die Anwesenheit und Abundanz dieser Bakterien-
Spezies hin untersucht und anschlieBend die PCoA durchgefiihrt. Die PCoA zeigt dabei
eine weniger deutliche Trennung zwischen Patienten (in griin) und Kontrollen (in rot)
als die salivaren Proben der metagenomischen Sequenzierung (siehe 3.3.3 Beta-
Diversitit). Trotzdem lésst sich eine weitere Streuung der Proben aus der
Patientengruppe erkennen, in etwa vergleichbar mit den Ergebnissen der Full-Length-
16S-Sequenzierung der salivaren Proben (siehe 3.4.1.3 Beta-Diversitit) (sieche Figur

17).
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Figur 17 PCoA basierend auf der Bray-Curtis-Dissimilaritdt der Full-Length-16S-
Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben. Patienten sind in griin und Kontrollen
in rot dargestellt. Die Proben der Kontrollgruppe zeigen eine engere Gruppierung,

wdhrend die Proben der Patientengruppe weiter gestreut sind.
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Im Rahmen der differentiellen Abundanz-Analyse mit LEfSe wurden zwolf Bakterien-
Spezies identifiziert, deren relative Abundanz sich zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe statistisch signifikant unterschied und die im Rahmen der linearen
Diskriminanz-Analyse mindestens einen LDA-Score von 2, beziehungsweise -2 erreicht

haben.

Absteigend geordnet nach LDA-Score wurden Dialister invisus, Schwartzia
succinivorans, Anaeroglobus geminatus, Alloprevotella tannerae, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus paracasei, Veillonella dentocariosa und Mycoplasma
salivarium als Spezies mit hoherer Abundanz in der Patientengruppe und
Aggregatibacter aphrophilus, Streptococcus gordonii, Lachnoanaerobaculum saburreum
und Lachnoanaerobaculum umeaense als Spezies mit héherer Abundanz in der

Kontrollgruppe identifiziert (siche Figur 18 und Tabelle 10).
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Figur 18 Bakterien-Spezies, die mittels LEfSe im Rahmen der Analyse der Full-Length-
16S8-Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben als statistisch signifikant
identifiziert wurden. Dargestellt sind Taxa, die im Rahmen der linearen Diskriminanz-
Analyse einen LDA-Score von mindestens 2, beziehungsweise -2 erreicht haben.
Insgesamt konnten zwolf Bakterien-Spezies identifiziert werden, die als potentielle
Biomarker zur Differenzierung der beiden Gruppen mit héherer Abundanz in der

Patienten-Gruppe (in griin), beziehungsweise Kontroll-Gruppe (in rot) dienen konnen.
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Tabelle 10 Mit LEfSe identifizierte Bakterien-Spezies in der Full-Length-16S-

Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben geordnet nach LDA-Score.

Taxon Gruppe mit erhohtem Vorkommen LDA-Score (log10)
Dialister invisus Patienten 3,58
Schwartzia succinivorans Patienten 3,18
Anaeroglobus geminatus Patienten 3,04
Alloprevotella tannerae Patienten 2,73
Lactobacillus rhamnosus Patienten 2,67
Lactobacillus paracasei Patienten 2,27
Veillonella denticariosi Patienten 2,22
Mycoplasma salivarium Patienten 2,11
Lachnoanaerobaculum umeanse Kontrollen -2,22
Lachnoanaerobaculum saburreum Kontrollen -3,01
Streptococcus gordonii Kontrollen -3,64
Aggregatibacter aphrophilus Kontrollen -3,71

Mit ANCOM-BC2 konnten insgesamt 36 Bakterien-Spezies identifiziert werden, deren
absolute Readzahl einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe zeigte. Davon kamen zwolf Spezies mit einer hdheren Abundanz in der
Patienten- und 24 mit einer hoheren Abundanz in der Kontrollgruppe vor. Absteigend
geordnet nach der Log-fold-change wurden dabei Lactobacillus salivarius, Lactobacillus
gasseri, Lactobacillus vaginalis, Prevotella denticola, Limosilactobacillus fermentum,
Prevotella nigrescens, Colibacter massiliensis, Neisseria sicca, Streptococcus
periodonticum, Haemophilus pittmaniae, Prevotella oulorum und Schwartzia
succinivorans als Taxa mit hoherer Abundanz in der Patientengruppe identifiziert. In der
Kontrollgruppe konnten unter anderem Streptococcus sobrinus, Streptococcus
pseudopneumoniae, Neisseria cinerea, Haemophilus sputorum, Tannerella sp. oral taxon
HOT-286, Aggregatibacter segnis, Prevotella pleuritidis und Capnocytophaga granulosa

als Taxa mit hoherer Abundanz identifiziert werden (siehe Figur 19 und Tabelle 11).

Zusétzlich konnten 15 Spezies als hinreichend priavalente strukturelle Nullen
identifiziert werden, wobei alle in der Patientengruppe identifiziert wurden (siche
Tabelle 12). Sieben der 36 identifizierten Bakterien-Spezies blieben dabei aulerdem im
Rahmen der Sensitivitits-Analyse mit aufsteigenden Pseudo-Counts weiterhin
statistisch signifikant. Diese Spezies waren Haemophilus pittmaniae, Streptococcus
parasanguinis, Campylobacter concisus, Streptococcus sp. oral taxon 431, Kingella

oralis, Aggregatibacter aphrophilus und Haemophilus sputorum. Auflerdem konnten die
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Spezies Schwartzia succinivorans, Lachnoanaerobaculum saburreum und

Aggregatibacter aphrophilus sowohl mittels LEfSe, als auch ANCOM-BC?2 identifiziert

werden.

Figur 19 Bakterien-Spezies, die
mittels ANCOM-BC2 im
Rahmen der Analyse der Full-
Length-16S-Sequenzierung von
51 supragingivalen Proben als
statistisch signifikant
identifiziert wurden. Dargestellt
ist die Log-fold-change mit
Standardfehler der Patienten-
zur Kontroll-Gruppe als
Wasserfall-Diagramm. Taxa mit
hoherer Abundanz in der
Patienten-Gruppe sind in griin
und fiir die Kontroll-Gruppe in
rot dargestellt. Insgesamt
konnten 36 Bakterien-Spezies
identifiziert werden, deren
Abundanz zwischen den beiden
Gruppen einen statistisch
signifikanten Unterschied

zeigte.
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Prevotella nigrescens |

Colibacter massiliensis -
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Capnocytophaga leadbetteri 4
Campylobacter concisus -
Streptococcus sp. oral taxon 431 4
Kingella oralis -

Selenomonas sp. oral taxon 920
Aggregatibacter aphrophilus -
Campylobacter showae -
Lachnoanaerobaculum saburreum -
Tannerella forsythia -
Capnocytophaga granulosa -
Prevotella pleuritidis 4
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Tabelle 11 Mit ANCOM-BC? identifizierte Bakterien-Spezies der Full-Length-16S-

Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben geordnet nach Log-fold-change.

Aufgefiihrt sind aufserdem der adjustierte p-Wert und das Ergebnis der

Sensitivitdtsanalyse mit aufsteigenden Pseudo-Counts.

Taxon Log-fold- Standardfehler p-Wert Robust nach
change Sensitivititsanalyse
Lactobacillus salivarius -2.07 0.21 <0.01 FALSE
Lactobacillus gasseri -2.06 0.26 <0.01 FALSE
Lactobacillus vaginalis -1.56 0.20 0.02 FALSE
Prevotella denticola -1.55 0.21 0.01 FALSE
Limosilactobacillus -1.55 0.29 0.02 FALSE
fermentum
Prevotella nigrescens -1.35 0.24 <0.01 FALSE
Colibacter massiliensis -1.29 0.21 0.03 FALSE
Neisseria sicca -1.29 0.23 0.01 FALSE
Streptococcus periodonticum -1.01 0.29 0.03 FALSE
Haemophilus pittmaniae -0.92 0.18 0.03 TRUE
Prevotella oulorum -0.78 0.19 0.02 FALSE
Schwartzia succinivorans -0.76 0.27 0.04 FALSE
[Eubacterium] sulci 0.70 0.21 0.03 FALSE
Lachnospiraceae bacterium 0.76 0.19 0.04 FALSE
oral taxon 500
Leptotrichia hofstadii 0.77 0.22 0.03 FALSE
Prevotella salivae 0.77 0.25 0.04 FALSE
Rothia dentocariosa 0.78 0.26 0.04 FALSE
Leptotrichia sp. oral taxon 0.79 0.25 0.03 FALSE
étlrzeptococcus parasanguinis 0.80 0.29 0.04 TRUE
Capnocytophaga leadbetteri 0.86 0.23 0.02 FALSE
Campylobacter concisus 0.89 0.33 <0.05 TRUE
(0,049)
Streptococcus sp. oral taxon 0.90 0.31 0.03 TRUE
4K3ir11gella oralis 0.91 0.31 0.04 TRUE
Selenomonas sp. oral taxon 0.95 0.30 0.03 FALSE
Zzgogregatibacter aphrophilus 1.01 0.36 0.04 TRUE
Campylobacter showae 1.07 0.39 0.04 FALSE
Lachnoanaerobaculum 1.15 0.26 <0.01 FALSE
saburreum
Tannerella forsythia 1.19 0.24 0.01 FALSE
Capnocytophaga granulosa 1.25 0.32 0.01 FALSE
Prevotella pleuritidis 1.30 0.19 0.03 FALSE
Aggregatibacter segnis 1.40 0.45 0.03 FALSE
Tannerella sp. oral taxon 1.43 0.20 <0.01 FALSE
HOT-286
Haemopbhilus sputorum 1.47 0.22 0.03 TRUE
Neisseria cinerea 1.49 0.23 0.03 FALSE
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Streptococcus 1.53 0.29 0.03 FALSE
pseudopneumoniae

Streptococcus sobrinus 1.93 0.28 0.02 FALSE

Tabelle 12 Spezies der Full-Length-16S-Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben,
die mittels ANCOM-BC?2 als strukturelle Nullen identifiziert wurden. Dargestellt sind
Taxa, die in mindestens drei Proben identifiziert wurden. Aufgefiihrt sind die Gruppe, in
der ein hoheres Vorkommen identifiziert wurde, sowie die Anzahl an Probanden bei

denen die Spezies identifiziert werden konnte.

Spezies Gruppe mit erhohtem Vorkommen | Anzahl Treffer
Lactobacillus paracasei Patienten 5
Veillonella denticariosi Patienten 4
Lancefieldella parvula Patienten 4
Lactobacillus rhamnosus Patienten 4
Mycoplasma salivarium Patienten 4
Lactobacillus crispatus Patienten 3
Prevotella baroniae Patienten 3
Lancefieldella rimae Patienten 3
[Eubacterium] infirmum Patienten 3
Dialister micraerophilus Patienten 3
Shuttleworthia satelles Patienten 3
Candidatus Saccharibacteria oral taxon TM7x Patienten 3
Ottowia sp. oral taxon 8§94 Patienten 3
Actinomyces graevenitzii Patienten 3
Treponema amylovorum Patienten 3

3.5 Short-Read-16S-Sequenzierung

3.5.1 Saliva

3.5.1.1 Durchschnittliche relative Abundanzen

Insgesamt konnten im Rahmen der Short-Read-16S-Sequenzierung von 50 salivaren
Proben 105339270 Reads mit einer mittleren Lénge von 561bp und einer mittleren

Readzahl von 2106785 sequenziert werden.

Die Phyla mit der hochsten relativen Abundanz {iber alle Proben hinweg waren

Firmicutes mit 42,65% bei den Patienten und 43,78% bei den Kontrollen, Bacteroidetes

81



mit 22,24% bei den Patienten und 21,46% bei den Kontrollen, Actinobacteria mit
12,12% bei den Patienten und 12,64% bei den Kontrollen, Proteobacteria mit 10,82%
bei den Patienten und 12,16% bei den Kontrollen und Fusobacteria mit 10,19% bei den

Patienten und 8,11% bei den Kontrollen (siehe Figur 20).

B Ignavibacteriae
Nitrospirae

B Acidobacteria

B Verrucomicrobia
Planctomycetes

B Armatimonadetes

0.9

0.8

0.7

B Balneolaeota
0.6 B Cyanobacteria
B Chloroflexi
0.5 Candidatus Gracilibacteria
B Tenericutes
0.4 Synergistetes
B Spirochaetes
0.3 Candidatus Saccharibacteria
H Fusobacteria
0.2 B Proteobacteria
Actinobacteria
0.1 B Bacteroidetes
0 B Firmicutes

Patienten Kontrollen

Mittlere relative Abundanz

Figur 20 Verteilung der relativen Abundanzen auf Phylum-Ebene der Short-Read-16S-
Sequenzierung von 50 salivaren Proben aufgeteilt nach Patienten und Kontrollen.

Aufgefiihrt sind alle identifizierten Phyla.

Auf Genus-Ebene konnten Streptococcus (17,81% bei den Patienten, 19,54% bei den
Kontrollen), Prevotella (15,71% bei den Patienten, 15,73% bei den Kontrollen),
Veillonella (11,02% bei den Patienten, 11,87% bei den Kontrollen), Neisseria (5,57%
bei den Patienten, 6,50% bei den Kontrollen), Leptotrichia (5,33% bei den Patienten,
3,54% bei den Kontrollen), Fusobacterium (4,49% bei den Patienten, 4,19% bei den
Kontrollen), Rothia (4,37% bei den Patienten, 5,06% bei den Kontrollen), Schaalia
(3,36% bei den Patienten, 4,24% bei den Kontrollen), Haemophilus (3,07% bei den
Patienten, 3,72% bei den Kontrollen), Porphyromonas (2,70% bei den Patienten, 2,58%
bei den Kontrollen), Actinomyces (2,12% bei den Patienten, 1,85% bei den Kontrollen)
und Alloprevotella (2,01% bei den Patienten, 2,03% bei den Kontrollen) als Taxa mit

hoher relativer Abundanz identifiziert werden (siehe Figur 21).
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Figur 21 Verteilung der relativen Abundanzen auf Genus-Ebene der Short-Read-16S-
Sequenzierung von 50 salivaren Proben aufgeteilt nach Patienten und Kontrollen.
Aufgefiihrt sind alle identifizierten Genera mit einer relativen Abundanz von mindestens

1%, alle weiteren Genera sind gebiindelt dargestellt.

Auf Spezies-Ebene konnten als Taxa mit hoher Abundanz absteigend geordnet unter
anderem Veillonella dispar, Streptococcus salivarius, Prevotella melaninogenica, Rothia
mucilaginosa, Schaalia odontolytica, Prevotella histicola, Neisseria subflava,
Haemophilus parainfluenzae und Leptotrichia wadei identifiziert werden. Figur 22 zeigt
die Verteilung der relativen Abundanzen aller Spezies, deren mittlere Abundanz {iber

alle Proben hinweg mindestens 1% erreicht (siche Figur 22).
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Figur 22 Heatmap zur Darstellung der relativen Abundanzen auf Spezies-Ebene der
Short-Read-16S-Sequenzierung von 50 salivaren Proben. Von links nach rechts sind
zundchst alle Patienten, gefolgt von allen Kontrollen dargestellt. Aufgefiihrt sind alle
identifizierten Spezies mit einer relativen Abundanz von mindestens 1% iiber alle
Proben hinweg, alle weiteren Spezies sind nicht aufgefiihrt. Von oben nach unten sind

die Spezies absteigend geordnet nach ihrer mittleren Abundanz.

3.5.1.2 Alpha-Diversitit

Die Alpha-Diversitdat wurde in Form des Simpson- und Shannon-Index ermittelt. Die
absoluten Readzahlen wurden hierfiir mit SRS in R auf eine Gesamt-Readzahl von
768222 Reads, entsprechend der Readzahl der Probe mit der geringsten

Sequenzierungstiefe normalisiert.

Simpson- und Shannon-Index wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung
und mittels Levene’s-Test auf Varianzhomogenitét getestet, wobei beide Tests
Varianzhomogenitit, jedoch der Simpson-Index im Gegensatz zum Shannon-Index
keine Normalverteilung zeigten. Der Simpson-Index wurde daher mittels Mann-
Whitney-U- und der Shannon-Index mittels T-Test fiir unabhingige Stichproben
analysiert. Dabei ergab sich fiir den Simpson-Index kein signifikanter Unterschied

zwischen Patienten und Kontrollen. Es zeigte sich jedoch ein signifikant hoheres
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Ergebnis des Shannon-Index in der Patientengruppe (p = 0,028; 95%-KI: 0,022; 0,36)
(siehe 8.5 Weitere Tabellen).

3.5.1.3 Beta-Diversitat

Wie in 3.3.3 Beta-Diversitit beschrieben wurde die Beta-Diversitit mittels Bray-Curtis-
Dissimilaritidt und PCoA, LEfSe und ANCOM-BC2 analysiert. Im Folgenden werden
die Ergebnisse auf Spezies-Ebene beschrieben. Fiir die Ergebnisse der anderen

taxonomischen Ebenen siehe 8.5 Weitere Tabellen und 8.6 Weitere Graphen.

Bei der Analyse der Short-Read-16S-Sequenzierung von 50 salivaren Proben wurden
insgesamt 897 unterschiedliche Spezies identifiziert. Fiir die Bray-Curtis-Dissimilaritét
wurden die Proben auf die Anwesenheit und Abundanz dieser Bakterien-Spezies hin

untersucht und anschliefend die PCoA durchgefiihrt.

Die PCoA zeigt dabei eine Trennung zwischen Patienten (in griin) und Kontrollen (in
rot), vergleichbar mit den salivaren Proben der metagenomischen Sequenzierung (siche
3.3.3 Beta-Diversitit) und starker ausgeprégt als bei den salivaren und supragingivalen
Proben der Full-Length-16S-Sequenzierung (siehe 3.4.1.3 Beta-Diversitdt und 3.4.2.3
Beta-Diversitdt). Es ldsst sich eine weitere Streuung der Proben aus der Patientengruppe

erkennen, wihrend die Proben der Kontrollgruppe enger gruppiert sind (siehe Figur 23).
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Figur 23 PCoA basierend auf der Bray-Curtis-Dissimilaritdt der Short-Read-16S-
Sequenzierung von 50 salivaren Proben. Patienten sind in griin und Kontrollen in rot
dargestellt. Die Proben der Kontrollgruppe zeigen eine engere Gruppierung, wdihrend

die Proben der Patientengruppe weiter gestreut sind.

Im Rahmen der differentiellen Abundanz-Analyse mit LEfSe wurden 28 Bakterien-
Spezies identifiziert, deren relative Abundanz sich zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe statistisch signifikant unterschied und die im Rahmen der linearen
Diskriminanz-Analyse mindestens einen LDA-Score von 2, beziehungsweise -2 erreicht

haben.

Absteigend geordnet nach LDA-Score wurden unter anderem Veillonella parvula,
Prevotella nigrescens, Streptococcus mutans, Streptococcus anginosus, Dialister invisus,
Prevotella oris, Selenomonas sputigena und Lancefieldella rimae als Spezies mit
hoherer Abundanz in der Patientengruppe und Haemophilus parainfluenzae, Gemella
sanguinis und Filifactor alocis als Spezies mit hoherer Abundanz in der Kontrollgruppe

identifiziert (siehe Figur 24 und Tabelle 13).
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Figur 24 Bakterien-Spezies, die mittels LEfSe im Rahmen der Analyse der Short-Read-
16S8-Sequenzierung von 50 salivaren Proben als statistisch signifikant identifiziert
wurden. Dargestellt sind Taxa, die im Rahmen der linearen Diskriminanz-Analyse einen
LDA-Score von mindestens 2, beziehungsweise -2 erreicht haben. Insgesamt konnten 28
Bakterien-Spezies identifiziert werden, die als potentielle Biomarker zur
Differenzierung der beiden Gruppen mit hoherer Abundanz in der Patienten-Gruppe (in

griin), beziehungsweise Kontroll-Gruppe (in rot) dienen konnen.
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Tabelle 13 Mit LEfSe identifizierte Bakterien-Spezies in der Short-Read-16S-

Sequenzierung von 50 salivaren Proben geordnet nach LDA-Score.

Taxon Gruppe mit erh6htem Vorkommen LDA-Score (log10)
Veillonella parvula Patienten 3,68
Prevotella nigrescens Patienten 3,48
Streptococcus mutans Patienten 3,19
Streptococcus anginosus Patienten 3,16
Dialister invisus Patienten 3,09
Prevotella oris Patienten 2,97
Selenomonas sputigena Patienten 2,95
Lancefieldella rimae Patienten 2,94
Selenomonas sp_oraltaxon920 Patienten 2,85
Aggregatibacter segnis Patienten 2,81
Bifidobacterium dentium Patienten 2,75
Prevotella dentasini Patienten 2,73
Eikenella corrodens Patienten 2,72
Lactobacillus reuteri Patienten 2,56
Selenomonas infelix Patienten 2,56
Candidatus_saccharibateria Patienten 2,55
bacterium_oraltaxon955

Selenomonas flueggei Patienten 2,54
Anaeroglobus geminatus Patienten 2,52
Prevotella maculosa Patienten 2,46
Leptotrichia hofstadii Patienten 2,33
Lactobacillus oris Patienten 2,28
Olsenella profusa Patienten 2,25
Streptococcus sobrinus Patienten 2,13
Schwartzia succinivorans Patienten 2,12
Lactobacillus rhamnosus Patienten 2,11
Filifactor alocis Kontrollen -2,31
Gemella sanguinis Kontrollen -3,16
Haemopbhilus parainfluenzae Kontrollen -3,80

Mit ANCOM-BC2 konnten insgesamt 49 Bakterien-Spezies identifiziert werden, deren
absolute Readzahl einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe zeigte. Davon kamen 31 Spezies mit einer hoheren Abundanz in der
Patienten- und 18 mit einer hoheren Abundanz in der Kontrollgruppe vor. Absteigend
geordnet nach der Log-fold-change wurden dabei unter anderem Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus rhamnosus, Neisseria dentiae,
Prevotella multisaccharivorax, Bergeyella porcorum, Bergeriella dentrificans, Neisseria

sp. KEM232, Lactobacillus paracasei, Streptococcus anginosus und Prevotella
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nigrescens als Taxa mit hoherer Abundanz in der Patientengruppe identifiziert. In der
Kontrollgruppe konnten unter anderem Lactobacillus delbrueckii, Staphylococcus
capitis, Mannheimia granulomatis, Lactobacillus frumenti, Lactobacillus kitasatonis,
Sneathia sanguinegens, Microlunatus speluncae und Prevotella enoeca als Taxa mit

hoherer Abundanz identifiziert werden (siehe Figur 25 und Tabelle 14).

Zusétzlich konnten 19 Spezies als hinreichend pravalente strukturelle Nullen
identifiziert werden, wovon 14 in der Patienten- und fiinf in der Kontrollgruppe
identifiziert wurden (siche Tabelle 15). Acht der 49 identifizierten Bakterien-Spezies
blieben dabei auBBerdem im Rahmen der Sensitivitdts-Analyse mit aufsteigenden
Pseudo-Counts weiterhin statistisch signifikant. Diese Spezies waren Lactobacillus
rhamnosus, Streptococcus anginosus, Prevotella nigrescens, Lactobacillus oris,
Prevotella maculosa, Selenomonas sp. oral taxon 920, Prevotella koreensis und
Staphylococcus capitis. Aulerdem konnten die Spezies Prevotella nigrescens,
Lactobacillus oris, Lactobacillus rhamnosus, Prevotella maculosa, Streptococcus
anginosus und Selenomonas sp. oral taxon 920 sowohl mittels LEfSe, als auch

ANCOM-BC2 identifiziert werden.
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Figur 25 Bakterien-
Spezies, die mittels
ANCOM-BC2 im Rahmen
der Analyse der Short-
Read-16S-Sequenzierung
von 50 salivaren Proben
als statistisch signifikant
identifiziert wurden.
Dargestellt ist die Log-
fold-change mit
Standardfehler der
Patienten- zur Kontroll-
Gruppe als Wasserfall-
Diagramm. Taxa mit
hoherer Abundanz in der
Patienten-Gruppe sind in
griin und fiir die Kontroll-
Gruppe in rot dargestellt.
Insgesamt konnten 49
Bakterien-Spezies
identifiziert werden, deren
Abundanz zwischen den
beiden Gruppen einen
statistisch signifikanten

Unterschied zeigte.
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Tabelle 14 Mit ANCOM-BC? identifizierte Bakterien-Spezies der Short-Read-16S-
Sequenzierung von 50 salivaren Proben geordnet nach Log-fold-change. Aufgefiihrt
sind auflerdem der adjustierte p-Wert und das Ergebnis der Sensitivitdtsanalyse mit

aufsteigenden Pseudo-Counts.

Taxon Log-fold- Standardfehler | p-Wert Robust nach
change Sensitivititsanalyse
Lactobacillus crispatus -2.27 0.21 0.02 FALSE
Lactobacillus helveticus -2.02 0.22 0.01 FALSE
Lactobacillus rhamnosus -1.87 0.30 0.01 TRUE
Neisseria dentiae -1.80 0.18 0.03 FALSE
Prevotella multisaccharivorax -1.68 0.19 0.02 FALSE
Bergeyella porcorum -1.64 0.17 0.02 FALSE
Bergeriella denitrificans -1.53 0.17 0.03 FALSE
Neisseria sp. KEM232 -1.39 0.24 0.02 FALSE
Lactobacillus paracasei -1.38 0.18 0.01 FALSE
Streptococcus anginosus -1.27 0.38 0.03 TRUE
Prevotella nigrescens -1.23 0.39 0.03 TRUE
Lactobacillus oris -1.23 0.32 0.04 TRUE
Lactobacillus johnsonii -1.20 0.25 0.02 FALSE
Dialister pneumosintes -1.18 0.35 0.02 FALSE
Prevotella maculosa -1.15 0.32 0.02 TRUE
Bifidobacterium animalis -1.15 0.17 0.02 FALSE
Lactobacillus paragasseri -1.13 0.28 0.03 FALSE
Lactobacillus casei -1.11 0.16 0.02 FALSE
Leptotrichia sp. oral taxon -1.01 0.19 0.02 FALSE
g:Zenella uli -1.00 0.31 0.03 FALSE
Shuttleworthia satelles -0.98 0.28 0.02 FALSE
Campylobacter curvus -0.97 0.28 0.03 FALSE
Selenomonas sp. oral taxon -0.96 0.31 0.03 TRUE
lg\/i())biluncus mulieris -0.96 0.16 0.03 FALSE
Dialister massiliensis -0.91 0.19 0.02 FALSE
Marinilabilia salmonicolor -0.91 0.16 0.01 FALSE
Seonambhaeicola -0.88 0.17 0.02 FALSE
aphaedonensis
Peptoanaerobacter stomatis -0.87 0.20 0.02 FALSE
Dethiosulfatibacter -0.83 0.24 0.03 FALSE
aminovorans
Pyramidobacter piscolens -0.82 0.20 0.04 FALSE
Desulfobulbus oralis -0.80 0.24 0.03 FALSE
Lachnoclostridium sp. YL32 0.69 0.18 0.03 FALSE
Arcobacter cloacae 0.73 0.20 0.03 FALSE
Staphylococcus caprae 0.75 0.16 0.03 FALSE
Gimesia maris 0.80 0.17 0.02 FALSE
Alysiella filiformis 0.81 0.19 0.02 FALSE




Prevotella koreensis 0.84 0.22 0.04 TRUE
Arcobacter lekithochrous 0.92 0.20 0.02 FALSE
Prevotella fusca 0.93 0.21 0.02 FALSE
Arcobacter ellisii 1.00 0.22 0.02 FALSE
Arcobacter sp. LPB0137 1.02 0.26 0.02 FALSE
Prevotella enoeca 1.06 0.21 0.02 FALSE
Microlunatus speluncae 1.22 0.18 0.02 FALSE
Sneathia sanguinegens 1.27 0.19 0.01 FALSE
Lactobacillus kitasatonis 1.30 0.20 0.02 FALSE
Lactobacillus frumenti 1.33 0.19 0.01 FALSE
Mannheimia granulomatis 1.40 0.17 0.01 FALSE
Staphylococcus capitis 1.66 0.20 0.02 TRUE
Lactobacillus delbrueckii 232 0.16 0.01 FALSE

Tabelle 15 Spezies der Short-Read-16S-Sequenzierung von 50 salivaren Proben, die
mittels ANCOM-BC?2 als strukturelle Nullen identifiziert wurden. Dargestellt sind Taxa,
die in mindestens drei Proben identifiziert wurden. Aufgefiihrt sind die Gruppe, in der
ein hoheres Vorkommen identifiziert wurde, sowie die Anzahl an Probanden bei denen

die Spezies identifiziert werden konnte.

Spezies Gruppe mit erhohtem Vorkommen Anzahl Treffer
Peptoniphilus coxii Patienten 4
Peptoniphilus grossensis Patienten 4
Lactobacillus coleohominis Patienten 4
Lactiplantibacillus plantarum Patienten 4
Prevotella corporis Kontrollen 4
Chryseobacterium soli Kontrollen 4
Lactobacillus gallinarum Patienten 4
Herbaspirillum robiniae Patienten 4
Eubacterium pyruvativorans Patienten 4
Chryseobacterium haifense Kontrollen 3
Acidovorax sp. RACO01 Patienten 3
Fannyhessea vaginae Kontrollen 3
Carboxylicivirga flava Kontrollen 3
Propionibacterium freudenreichii Patienten 3
Lactobacillus taiwanensis Patienten 3
Cloacibacterium normanense Patienten 3
Lactobacillus hominis Patienten 3
Streptococcus troglodytae Patienten 3
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Chroococcidiopsis thermalis Patienten 3

3.5.2 Supragingival

3.5.2.1 Durchschnittliche relative Abundanzen

Insgesamt konnten im Rahmen der Short-Read-16S-Sequenzierung von 51
supragingivalen Proben 96823518 Reads mit einer mittleren Lange von 562bp und einer

mittleren Readzahl von 1898500 sequenziert werden.

Die Phyla mit der hochsten relativen Abundanz {iber alle Proben hinweg waren
Firmicutes mit 52,21% bei den Patienten und 47,77% bei den Kontrollen,
Actinobacteria mit 14,37% bei den Patienten und 15,60% bei den Kontrollen,
Bacteroidetes mit 12,25% bei den Patienten und 11,70% bei den Kontrollen,
Proteobacteria mit 11,77% bei den Patienten und 15,85% bei den Kontrollen und
Fusobacteria mit 7,82% bei den Patienten und 7,79% bei den Kontrollen (siche Figur

26).

Verrucomicrobia
B Nitrospirae
Candidatus Melainabacteria
B Acidobacteria
B Deinococcus-Thermus
0.7 Planctomycetes
. M Balneolaeota

B Armatimonadetes

0.6 B Chloroflexi
B Cyanobacteria

0.5 Candidatus Gracilibacteria
B Tenericutes

0.4 Synergistetes
B Spirochaetes

0.3 Candidatus Saccharibacteria
B Fusobacteria

0.2 M Proteobacteria

Bacteroidetes

0.1 B Actinobacteria

B Firmicutes

Patienten Kontrollen

0.9

0.8

Mittlere relative Abundanz

Figur 26 Verteilung der relativen Abundanzen auf Phylum-Ebene der Short-Read-16S-
Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben aufgeteilt nach Patienten und

Kontrollen. Aufgefiihrt sind alle identifizierten Phyla.

93



Auf Genus-Ebene konnten Streptococcus (29,74% bei den Patienten, 29,40% bei den
Kontrollen), Veillonella (12,92% bei den Patienten, 11,52% bei den Kontrollen),
Prevotella (7,21% bei den Patienten, 5,38% bei den Kontrollen), Actinomyces (6,12%
bei den Patienten, 6,47% bei den Kontrollen), Fusobacterium (4,93% bei den Patienten,
4,81% bei den Kontrollen), Haemophilus (4,54% bei den Patienten, 7,12% bei den
Kontrollen), Neisseria (4,36% bei den Patienten, 3,18% bei den Kontrollen), Rothia
(3,63% bei den Patienten, 5,58% bei den Kontrollen), Leptotrichia (2,69% bei den
Patienten, 2,87% bei den Kontrollen) und Gemella (2,06% bei den Patienten, 1,98% bei
den Kontrollen) als Taxa mit hoher relativer Abundanz identifiziert werden (siehe Figur

27).

! Weitere Genera (<1%)
0.9 B Schaalia
B Corynebacterium
0.8 Lautropia
B Campylobacter
E 0.7 ® Capnocytophaga
= B Selenomonas
E 0.6 B Porphyromonas
; 0.5 Gemella
£ B Leptotrichia
T 04 Rothia
: M Neisseria
T 03 Haemophilus
= B Fusobacterium
0.2 M Actinomyces
Prevotella
0.1 ¥ Veillonella
0 B Streptococcus
Patienten Kontrollen

Figur 27 Verteilung der relativen Abundanzen auf Genus-Ebene der Short-Read-16S-
Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben aufgeteilt nach Patienten und
Kontrollen. Aufgefiihrt sind alle identifizierten Genera mit einer relativen Abundanz von

mindestens 1%, alle weiteren Genera sind gebiindelt dargestellt.
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Auf Spezies-Ebene konnten als Taxa mit hoher Abundanz absteigend geordnet unter
anderem Veillonella parvula, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Haemophilus
parainfluenzae, Fusobacterium nucleatum, Streptococcus salivarius, Rothia
dentocariosa, Streptococcus mutans und Streptococcus sanguinis identifiziert werden.
Figur 28 zeigt die Verteilung der relativen Abundanzen aller Spezies, deren mittlere

Abundanz iiber alle Proben hinweg mindestens 1% erreicht (siche Figur 28).

V. parvula

Str. mitis

Str. oralis

H. parainfluenzae
F. nucleatum

Str. salivarius

R. dentocariosa
Str. mutans

Str. sanguinis

Spezies
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Str. gordonii

A. viscosus

G. haemolysans
N. oralis

C. matruchotii
R. mucilaginosa

L. mirabilis

Str. cristatus

1 !
0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40
Relative Abundanz

Figur 28 Heatmap zur Darstellung der relativen Abundanzen auf Spezies-Ebene der
Short-Read-16S-Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben. Von links nach rechts
sind zundichst alle Patienten, gefolgt von allen Kontrollen dargestellt. Aufgefiihrt sind
alle identifizierten Spezies mit einer relativen Abundanz von mindestens 1% iiber alle
Proben hinweg, alle weiteren Spezies sind nicht aufgefiihrt. Von oben nach unten sind

die Spezies absteigend geordnet nach ihrer mittleren Abundanz.

95



3.5.2.2 Alpha-Diversitit

Die Alpha-Diversitit wurde in Form des Simpson- und Shannon-Index ermittelt. Die
absoluten Readzahlen wurden hierfiir mit SRS in R auf eine Gesamt-Readzahl von
640906 Reads, entsprechend der Readzahl der Probe mit der geringsten

Sequenzierungstiefe normalisiert.

Simpson- und Shannon-Index wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung
und mittels Levene’s-Test auf Varianzhomogenitét getestet, wobei beide Tests
Varianzhomogenitét, jedoch der Simpson-Index im Gegensatz zum Shannon-Index
keine Normalverteilung zeigten. Der Simpson-Index wurde daher mittels Mann-
Whitney-U- und der Shannon-Index mittels T-Test fiir unabhéingige Stichproben
analysiert. Dabei ergab sich fiir beide Indizes kein signifikanter Unterschied zwischen

Patienten und Kontrollen (siche 8.5 Weitere Tabellen).

3.5.2.3 Beta-Diversitit

Wie in 3.3.3 Beta-Diversitit beschrieben wurde die Beta-Diversitit mittels Bray-Curtis-
Dissimilaritit und PCoA, LEfSe und ANCOM-BC2 analysiert. Im Folgenden werden
die Ergebnisse auf Spezies-Ebene beschrieben. Fiir die Ergebnisse der anderen

taxonomischen Ebenen siche 8.5 Weitere Tabellen und 8.6 Weitere Graphen.

Bei der Analyse der Short-Read-16S-Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben
wurden insgesamt 970 unterschiedliche Spezies identifiziert. Fiir die Bray-Curtis-
Dissimilaritidt wurden die Proben auf die Anwesenheit und Abundanz dieser Bakterien-

Spezies hin untersucht und anschlieend die PCoA durchgefiihrt

Die PCoA zeigt dabei eine Trennung zwischen Patienten (in griin) und Kontrollen (in
rot). Diese Trennung ist stirker ausgeprégt als bei den salivaren und supragingivalen
Proben der Full-Length-16S-Sequenzierung, sowie den salivaren Proben der Short-
Read-16S-Sequenzierung (siche 3.4.1.3 Beta-Diversitit, 3.4.2.3 Beta-Diversitit und
3.5.1.3 Beta-Diversitit). Verglichen mit den salivaren Proben der metagenomischen
Sequenzierung ist die Streuung der beiden Gruppen vergleichbar, dafiir ldsst sich eine

klarere Trennung erkennen (siehe 3.3.3 Beta-Diversitéit) (siche Figur 29).
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Figur 29 PCoA basierend auf der Bray-Curtis-Dissimilaritdt der Short-Read-165-
Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben. Patienten sind in griin und Kontrollen
in rot dargestellt. Die beiden Gruppen zeigen eine vergleichbare Streuung, sind jedoch

distinkt voneinander getrennt.

Im Rahmen der differentiellen Abundanz-Analyse mit LEfSe wurden 19 Bakterien-
Spezies identifiziert, deren relative Abundanz sich zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe statistisch signifikant unterschied und die im Rahmen der linearen
Diskriminanz-Analyse mindestens einen LDA-Score von 2, beziehungsweise -2 erreicht

haben.

Absteigend geordnet nach LDA-Score wurden Prevotella nigrescens, Bifidobacterium
dentium, Lancefieldella rimae, Lactobacillus vaginalis, Schwartzia succinivorans,
Olsenella uli und Lactobacillus paracasei als Spezies mit hoherer Abundanz in der
Patientengruppe und Rothia dentocariosa, Actinomyces viscosus, Streptococcus
gordonii, Actinomyces naeslundii, Kingella oralis, Granulicatella adiacens,
Aggregatibacter aphrophilus, Gemella sanguinis, Mycoplasma faucium und
Aggregatibacter actinomycetemcomitans als Spezies mit hoherer Abundanz in der

Kontrollgruppe identifiziert (siche Figur 30 und Tabelle 16).
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Figur 30 Bakterien-Spezies, die mittels LEfSe im Rahmen der Analyse der Short-Read-

16S-Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben als statistisch signifikant

identifiziert wurden. Dargestellt sind Taxa, die im Rahmen der linearen Diskriminanz-

Analyse einen LDA-Score von mindestens 2, beziehungsweise -2 erreicht haben.

Insgesamt konnten 19 Bakterien-Spezies identifiziert werden, die als potentielle

Biomarker zur Differenzierung der beiden Gruppen mit hoherer Abundanz in der

Patienten-Gruppe (in griin), beziehungsweise Kontroll-Gruppe (in rot) dienen kénnen.

Tabelle 16 Mit LEfSe identifizierte Bakterien-Spezies in der Short-Read-16S-

Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben geordnet nach LDA-Score.

Taxon Gruppe mit erhohtem Vorkommen LDA-Score (log10)
Prevotella nigrescens Patienten 3,58
Bifidobakterium dentium Patienten 3,32
Lancefieldella rimae Patienten 2,88
Lactobacillus vaginalis Patienten 2,80
Schwartzia succinivorans Patienten 2,70
Olsenella uli Patienten 2,25
Lactobacillus paracasei Patienten 2,17
Aggregatibacter Kontrollen -2,09
actinomycetemcomitans

Mycoplasma faucium Kontrollen -2,10
Gemella sanguinis Kontrollen -2,24
Aggregatibacter aphrophilus Kontrollen -2,84
Granulicatella adiacens Kontrollen -2,93
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Kingella oralis Kontrollen -3,28
Actinomycetem naeslundii Kontrollen -3,45
Streptococcus gordonii Kontrollen -3,48
Actinomycetem viscosus Kontrollen -3,54
Rothia dentocariosa Kontrollen -3,97

Mit ANCOM-BC2 konnten insgesamt 65 Bakterien-Spezies identifiziert werden, deren
absolute Readzahl einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe zeigte. Davon kamen 34 Spezies mit einer hoheren Abundanz in der
Patienten- und 31 mit einer hoheren Abundanz in der Kontrollgruppe vor. Absteigend
geordnet nach der Log-fold-change wurden dabei unter anderem Pyramidobacter
piscolens, Prevotella multisaccharivorax, Lactobacillus oris, Lactobacillus rhamnosus,
Flavobacterium cheniae, Lactobacillus paragasseri, Chlostridium ultuense,
Bifidobacterium animalis, Neisseria shayeganii, Bifidobacterium dentium und
Actinomyces denticolans als Taxa mit hoherer Abundanz in der Patientengruppe
identifiziert. In der Kontrollgruppe konnten unter anderem Mannheimia granulomatis,
Desulfovibrio fairfieldensis, Pseudopropionibacterium rubrum, Scardovia inopinata,
Capnocytophaga ochracea, Lactobacillus kitasatonis, Aggregatigbacter aphrophilus,
Kingella oralis und Aggregatibacter actinomycetemcomitans als Taxa mit hoherer

Abundanz identifiziert werden (siehe Figur 31 und Tabelle 17).

Zusitzlich konnten 20 Spezies als hinreichend privalente strukturelle Nullen
identifiziert werden, wovon zwolf in der Patienten- und acht in der Kontrollgruppe
identifiziert wurden (sieche Tabelle 18). Sieben der 65 identifizierten Bakterien-Spezies
blieben dabei auBerdem im Rahmen der Sensitivitdts-Analyse mit aufsteigenden
Pseudo-Counts weiterhin statistisch signifikant. Diese Spezies waren Bifidobacterium
dentium, Mycoplasma faucium, Bergeriella dentrificans, Howardella ureilytica,
Granulicatella adiacens, Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Kingella oralis.
AuBerdem konnten die Spezies Bifidobacterium dentium, Mycoplasma faucium,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Schwartzia succinivorans, Granulicatella
adiacens, Kingella oralis und Aggregatibacter aphrophilus sowohl mittels LEfSe, als
auch ANCOM-BC?2 identifiziert werden.
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Figur 31 Bakterien-Spezies,
die mittels ANCOM-BC?2 im
Rahmen der Analyse der
Short-Read-16S-
Sequenzierung von 51
supragingivalen Proben als
statistisch signifikant
identifiziert wurden.
Dargestellt ist die Log-fold-
change mit Standardfehler
der Patienten- zur Kontroll-
Gruppe als Wasserfall-
Diagramm. Taxa mit hoherer
Abundanz in der Patienten-
Gruppe sind in griin und fiir
die Kontroll-Gruppe in rot
dargestellt. Insgesamt
konnten 65 Bakterien-Spezies
identifiziert werden, deren
Abundanz zwischen den
beiden Gruppen einen
statistisch signifikanten

Unterschied zeigte.
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Tabelle 17 Mit ANCOM-BC? identifizierte Bakterien-Spezies der Short-Read-16S-

Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben geordnet nach Log-fold-change.

Aufgefiihrt sind aufserdem der adjustierte p-Wert und das Ergebnis der

Sensitivitdtsanalyse mit aufsteigenden Pseudo-Counts.

Taxon Log-fold- Standardfehler p-Wert Robust nach
change Sensitivititsanalyse
Pyramidobacter piscolens -3.00 0.19 <0.01 FALSE
Prevotella -2.67 0.21 <0.01 FALSE
multisaccharivorax
Lactobacillus oris -2.48 0.19 <0.01 FALSE
Lactobacillus rhamnosus -2.33 0.36 <0.01 FALSE
Flavobacterium cheniae -1.60 0.18 0.02 FALSE
Lactobacillus paragasseri -1.59 0.29 0.01 FALSE
[Clostridium] ultunense -1.53 0.16 0.02 FALSE
Bifidobacterium animalis -1.52 0.25 <0.01 FALSE
Neisseria shayeganii -1.45 0.24 0.04 FALSE
Bifidobacterium dentium -1.44 0.51 <0.05 TRUE
(0,049)
Actinomyces denticolens -1.34 0.17 0.02 FALSE
Staphylococcus hominis -1.32 0.17 0.02 FALSE
Lachnoclostridium sp. -1.26 0.18 0.02 FALSE
YL32
Prevotella baroniae -1.21 0.37 0.03 FALSE
Mycoplasma faucium -1.16 0.28 0.02 TRUE
Peptoniphilus lacrimalis -1.13 0.22 0.04 FALSE
Schwartzia succinivorans -1.12 0.39 <0.05 FALSE
(0,049)
Porphyromonas uenonis -1.11 0.31 0.04 FALSE
Lactobacillus johnsonii -1.09 031 0.03 FALSE
Bergeriella denitrificans -1.05 0.18 0.01 TRUE
Howardella ureilytica -1.05 0.26 0.02 TRUE
Neisseria lactamica -0.93 0.18 0.02 FALSE
Actinomyces sp. Chibal01 -0.90 0.20 0.02 FALSE
Lactobacillus crispatus -0.90 0.17 0.02 FALSE
Anaerolineaceae bacterium -0.90 0.27 0.04 FALSE
oral taxon 439
Lacrimispora xylanolytica -0.89 0.19 0.02 FALSE
Corynebacterium -0.88 0.16 0.03 FALSE
tuberculostearicum
Propionivibrio pelophilus -0.84 0.21 0.03 FALSE
Dialister propionicifaciens -0.84 0.17 0.04 FALSE
Saccharicrinis aurantiacus -0.83 0.17 0.04 FALSE
Prevotella copri -0.83 0.23 0.02 FALSE
Marinilabilia salmonicolor -0.73 0.18 0.04 FALSE
Actinomyces bovis -0.73 0.18 0.04 FALSE
Alysiella filiformis -0.66 0.16 <0.05 FALSE
(0,049)
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Streptococcus gallinaceus 0.57 0.17 <0.05 FALSE
(0,048)
Streptococcus pyogenes 0.58 0.17 <0.05 FALSE
(0,048)
Parapedobacter koreensis 0.61 0.18 0.04 FALSE
Arcobacter sp. L 0.66 0.15 0.04 FALSE
Pseudomonas stutzeri 0.66 0.18 0.02 FALSE
Pseudomonas putida 0.69 0.18 0.02 FALSE
Agrobacterium tumefaciens 0.72 0.16 <0.05 FALSE
(0,048)
Granulicatella adiacens 0.72 0.24 0.04 TRUE
Prevotella enoeca 0.74 0.21 0.04 FALSE
Flaviflexus 0.75 0.19 0.02 FALSE
salsibiostraticola
Pseudomonas sp. SXM-1 0.79 0.17 0.02 FALSE
Sphingobium limneticum 0.80 0.15 0.03 FALSE
Arcobacter skirrowii 0.81 0.16 0.02 FALSE
Arcobacter cryaerophilus 0.82 0.17 0.02 FALSE
Cupriavidus numazuensis 0.95 0.16 0.01 FALSE
Actinomyces dentalis 0.95 0.32 0.04 FALSE
Morococcus cerebrosus 0.95 0.30 0.04 FALSE
Pseudomonas sp. NC02 1.01 0.16 0.01 FALSE
Faecalimonas umbilicata 1.11 0.23 0.01 FALSE
Syntrophococcus 1.12 0.32 0.02 FALSE
sucromutans
[Eubacterium] infirmum 1.13 0.15 0.02 FALSE
Lactobacillus ultunensis 1.25 0.25 0.02 FALSE
Aggregatibacter 1.27 0.34 0.02 TRUE
actinomycetemcomitans
Kingella oralis 1.35 0.42 0.03 TRUE
Aggregatibacter 1.44 0.50 <0.05 FALSE
aphrophilus (0,048)
Lactobacillus kitasatonis 1.49 0.17 0.02 FALSE
Capnocytophaga ochracea 1.49 0.48 0.04 FALSE
Scardovia inopinata 1.53 0.38 0.02 FALSE
Pseudopropionibacterium 1.58 0.50 0.04 FALSE
rubrum
Desulfovibrio fairfieldensis 1.65 0.30 0.01 FALSE
Mannheimia granulomatis 1.74 0.17 <0.01 FALSE
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Tabelle 18 Spezies der Short-Read-16S-Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben,
die mittels ANCOM-BC?2 als strukturelle Nullen identifiziert wurden. Dargestellt sind
Taxa, die in mindestens drei Proben identifiziert wurden. Aufgefiihrt sind die Gruppe, in
der ein hoheres Vorkommen identifiziert wurde, sowie die Anzahl an Probanden bei

denen die Spezies identifiziert werden konnte.

Spezies Gruppe mit erhohtem Vorkommen | Anzahl Treffer
Chroococcidiopsis thermalis Patienten 5
Neisseria zalophi Patienten 5
Salmonella enterica Kontrollen 4
Streptobacillus felis Kontrollen 4
Neisseria dentiae Patienten 4
Lactobacillus taiwanensis Patienten 4
Eubacterium pyruvativorans Patienten 4
Corynebacterium aurimucosum Kontrollen 3
Paraprevotella clara Patienten 3
Snodgrassella alvi Patienten 3
Lactobacillus hominis Patienten 3
Haemophilus haemoglobinophilus Kontrollen 3
Neisseria dumasiana Patienten 3
Streptococcus troglodytidis Kontrollen 3
Prevotella corporis Kontrollen 3
Pseudomonas oleovorans Kontrollen 3
Massilia namucuonensis Patienten 3
Longicatena caecimuris Patienten 3
Mucilaginibacter yixingensis Patienten 3
Acinetobacter guillouiae Kontrollen 3
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3.6 Methoden- und Probenvergleich

Die Anzahl der mit den drei Sequenzierungsmethoden identifizierten Spezies schwankt
stark mit 2122 Spezies in der metagenomischen, 511 Spezies in der Full-Length-16S-
und 897 in der Short-Read-16S-Sequenzierung der salivaren Proben, sowie 321 Spezies
in der Full-Length-16S- und 970 in der Short-Read-16S-Sequenzierung der

supragingivalen Proben.

Betrachtet man die Schnittmengen der drei Sequenzierungen salivarer Proben, findet
man einen Kern von 288 Spezies, die in allen drei Ergebnissdtzen vorkommen, sowie
384 Spezies, die in beiden Varianten der 16S-Sequenzierung zu finden sind, 448
Spezies, die in der Short-Read-16S- und metagenoomischen Sequenzierung vorkommen
und 342 Spezies, die in der Full-Length-16S- und metagenomischen Sequenzierung
nachgewiesen wurden. Damit wurden 1619 Spezies nur in der metagenomischen, 354
Spezies nur in der Short-Read-16S- und 73 Spezies nur in der Full-Length-16S-
Sequenzierung identifiziert (sieche Figur 32).

Figur 32 Venn-Diagramm der metagenomischen (Meta, griin), Short-Read-16S- (16S-
SR, blau) und Full-Length-16S-Sequenzierung (16S-FL, rot) von 50 salivaren Proben.
Dargestellt sind jeweils die Anzahl der Spezies, die in zwei, beziehungsweise drei der
Ergebnissdtze zu finden sind, oder aber ausschlieflich mit einer einzigen Methode

identifiziert wurden.
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Dieser enorme Kontrast nimmt ab, sobald man die Schnittmengen etwas hoher
abundanter Spezies betrachtet: Bereits, wenn man nur Spezies betrachtet, die eine
durchschnittliche Mindestabundanz von 0,1% erreichen, gleicht sich die Zahl der
identifizierten Spezies zwischen den Methoden an mit 111 Spezies in der
metagenomischen Sequenzierung, 97 in der Full-Length-16S- und 118 in der Short-
Read-16S-Sequenzierung. Trotz dieser Anndherung finden sich nur 58 Spezies in allen

drei Ergebnissitzen wieder.

Auch eine noch engere Eingrenzung auf Taxa mit einer Mindestabundanz von 1%
dndert an dieser Verteilung wenig: So ist die Anzahl der identifizierten Spezies mit 26
in der metagenomischen, 20 in der Full-Length-16S- und 27 in der Short-Read-16S-
Sequenzierung nach wie vor dhnlich. Die Gesamtschnittmenge im Verhéltnis zur mit
den jeweiligen Methoden identifizierten Spezieszahl bewegt sich mit 12 Spezies immer
noch bei um die 50%. Auch das Verhiltnis von Schnittmenge zu Gesamtzahl

identifizierter Spezies verdandert sich mit 17,79% und 16,44% kaum.

Beim Vergleich der Short-Read-16S- und Full-Length-16S-Sequenzierung der
supragingivalen Proben ldsst sich eine Schnittmenge von 297 Spezies identifizieren.
Dabei fillt auf, dass zwar immer noch 672 Taxa nur mit der Short-Read-16S-
Sequenzierung identifiziert wurden, dafiir aber bereits der GroBteil der mittels Full-
Length-16S-Sequenzierung identifizierten Spezies zur Schnittmenge gehdrt (siehe Figur

33).

Grenzt man die Spezies auf eine Mindestabundanz von 0,1% ein, nihert sich die Anzahl
der identifizierten Taxa mit 146 Spezies in derShort-Read-16S- und 85 Spezies in der
Full-Length-16S-Sequenzierung bereits deutlich an. Noch enger eingegrenzt auf eine
Mindestabundanz von 1% sind es nur noch 18, beziehungsweise 21 Spezies in der
Short-Read-16S- und Full-Length-16S-Sequenzierung. Die Schnittmengen belaufen
sich dabei auf 65 Spezies bei einer Mindestabundanz von 0,1% und 11 bei 1%. Der
Kontrast zwischen der Anzahl identifizierter Taxa zwischen den beiden Methoden wird
dabei deutlich geringer, gleicht sich jedoch weniger schnell an als bei den salivaren
Proben. Wie bei den salivaren Proben bleibt jedoch das Verhiltnis von Schnittmenge

zur Gesamtzahl identifizierter Spezies konstant bei in diesem Fall 39%.
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16S-SR

16S-FL
Figur 33 Venn-Diagramm der Short-Read-16S- (16S-SR, blau) und Full-Length-16S-
Sequenzierung (16S-FL, rot) von 51 supragingivalen Proben. Dargestellt sind jeweils

die Anzahl der Spezies, die in beiden Ergebnissdtzen zu finden sind, oder aber

ausschlieflich mit einer einzigen Methode identifiziert wurden.

Zusétzlich zum Vergleich der Schnittmengen der verschiedenen
Sequenzierungsplattformen wurden aulerdem Bray-Curtis-Dissimilaritdt und PCoA
genutzt, um die Methoden orientierend zu vergleichen. Dabei sollten zum einen die
beiden unterschiedlichen Arten oraler Proben (salivare und supragingivale Proben)
innerhalb einer Sequenzierungsplattform verglichen werden, als auch jeweils salivare,
beziehungsweise supragingivale Proben zwischen unterschiedlichen Plattformen. Da
Kraken2 und Emu nicht mit den exakt selben Datenbanken arbeiten (Curry et al., 2022,
Wood et al., 2019) und daher nicht auszuschlielen ist, dass Abweichungen auf diesen
Unterschied zuriickzufiihren sind, wurden ausschlieBlich Daten der Full-Length- und
Short-Read-16S-Sequenzieurungen miteinander verglichen, da diese beide mit Emu

analysiert wurden.

Der Vergleich von Saliva und supragingivalen Abstrichen zeigt dabei eine deutliche
Trennung der beiden Probenarten mit lediglich geringem Uberschneidungsgrad. Diese
Trennung ist sowohl in den Daten der Full-Length-, als auch der Short-Read-
Sequenzierung zu erkennen. Die Trennung zwischen Patienten und Kontrollen bleibt
dabei innerhalb der supragingivalen Proben in beiden Féllen stirker vorhanden als bei

den salivaren Proben (siche Figuren 34 und 35).
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Vergleicht man innerhalb der beiden Probenarten die Ergebnisse der beiden
unterschiedlichen Sequenzierplattformen, ergibt sich ebenfalls eine deutliche Trennung
zwischen Full-Length- und Short-Read-Sequenzierung. Diese Trennung ist dabei
deutlicher bei den salivaren, als den supragingivalen Proben zu erkennen. Eine klare
Trennung zwischen Patienten und Kontrollen ist dabei nicht mehr zu erkennen (siehe
Figuren 36 und 38). Diese Trennung setzt sich auf den hoheren phylogenetischen

Ebenen fort, auch wenn sie etwas weniger distinkt ist (siche Figur 37 und 39).
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Figur 34 PCoA basierend auf der Bray-Curtis-Dissimilaritdt der Full-Length-16S-
Sequenzierung von 50 salivaren und 51 supragingivalen Proben. Salivare Proben sind
in griin (Patienten) und rot (Kontrollen) dargestellt, supragingivale Proben in gelb
(Patienten) und blau (Kontrollen). Die beiden Probenarten sind deutlich voneinander
getrennt, wobei sich innerhalb der supragingivalen Proben zusdtzlich eine Trennung

zwischen Patienten und Kontrollen erkennen ldsst.
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Figur 35 PCoA basierend auf der Bray-Curtis-Dissimilaritdt der Short-Read-16S-
Sequenzierung von 50 salivaren und 51 supragingivalen Proben. Salivare Proben sind
in griin (Patienten) und rot (Kontrollen) dargestellt, supragingivale Proben in gelb
(Patienten) und blau (Kontrollen). Die beiden Probenarten sind deutlich voneinander
getrennt, wobei sich innerhalb der supragingivalen Proben zusdtzlich eine Trennung

zwischen Patienten und Kontrollen erkennen ldsst.

®
0.6 *
L ] ° ®
e ® e o ®
0.4 .
e o @ e ] L4
P .
® .
02 i
- .
. : 0%
® .. .. ® .
0.0 ° - ) ° °
0
= .
o L] e e
-0.2 . . ) °
e ® * e
L] ® (.
e e
—0.4 ® L]
N
L ]

Figur 36 PCoA basierend auf der Bray-Curtis-Dissimilaritdit von 50 salivaren Proben.
Dargestellt sind einmal die Ergebnisse der Full-Length-16S-Sequenzierung in griin
(Patienten) und rot (Kontrollen), sowie die Ergebnisse der Short-Read-16S-
Sequenzierung in gelb (Patienten) und blau (Kontrollen). Die Ergebnisse der beiden
Sequenzierungsplattformen sind deutlich voneinander getrennt, eine klare Trennung

zwischen Patienten und Kontrollen ldsst sich nicht erkennen.
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Figur 37 PCoAs basierend auf der Bray-Curtis-Dissimilaritdt von 50 salivaren Proben.
Die Figuren A-E zeigen die hoheren phylogenetischen Ebenen Genus, Familie,
Ordnung, Klasse und Phylum. Dargestellt sind einmal die Ergebnisse der Full-Length-
16S-Sequenzierung in griin (Patienten) und rot (Kontrollen), sowie die Ergebnisse der
Short-Read-16S-Sequenzierung in gelb (Patienten) und blau (Kontrollen). Die
Ergebnisse der beiden Sequenzierungsplattformen sind deutlich voneinander getrennt,

eine klare Trennung zwischen Patienten und Kontrollen ldsst sich nicht erkennen.
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Figur 38 PCoA basierend auf der Bray-Curtis-Dissimilaritdit von 51 supragingivalen
Proben. Dargestellt sind einmal die Ergebnisse der Full-Length-16S-Sequenzierung in
griin (Patienten) und rot (Kontrollen), sowie die Ergebnisse der Short-Read-16S-
Sequenzierung in gelb (Patienten) und blau (Kontrollen). Die Ergebnisse der beiden
Sequenzierungsplattformen sind deutlich voneinander getrennt, eine klare Trennung

zwischen Patienten und Kontrollen ldsst sich nicht erkennen.
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Figur 39 PCoAs basierend auf der Bray-Curtis-Dissimilaritdt von 51 supragingivalen
Proben. Die Figuren A-E zeigen die héheren phylogenetischen Ebenen Genus, Familie,
Ordnung, Klasse und Phylum. Dargestellt sind einmal die Ergebnisse der Full-Length-
16S-Sequenzierung in griin (Patienten) und rot (Kontrollen), sowie die Ergebnisse der
Short-Read-16S-Sequenzierung in gelb (Patienten) und blau (Kontrollen). Die
Ergebnisse der beiden Sequenzierungsplattformen sind deutlich voneinander getrennt,

eine klare Trennung zwischen Patienten und Kontrollen ldsst sich nicht erkennen.

Um abseits der Spezies-Ebene ein weiterfiihrendes Verstindnis liber die Unterschiede
zwischen den drei Sequenzierungs-Methoden zu erhalten, wurde nach Korrelationen
zwischen den mittleren Abundanzen der Genera gesucht. Dazu wurden zunichst zur
Filterung der Ergebnisse die mittleren Abundanzen der Genera iiber alle Proben und
Sequenzierungsmethoden hinweg ermittelt und nur die Taxa weiterbetrachtet, die im
Mittel {iber alle Proben hinweg eine Mindestabundanz von 0,1% erreicht haben. Fiir
diese Taxa wurden anschliefend die mittleren Abundanzen fiir jeweils eine
Sequenzierungsmethode berechnet, ohne dabei nach Patienten und Kontrollen zu
differenzieren. Die entsprechende Verteilung der Genera ist fiir die salivaren Proben in
Figur 40 und fiir die supragingivalen Proben in Figur 41 dargestellt. Da die hier
verwendeten Daten anhand der Mindestabundanz gefiltert wurden, werden im
Gegensatz zu den zuvor berechneten Bray-Curtis-Dissimilaritdten und PCoAs auch

metagenomische mit 16S-Daten verglichen, obwohl auch hier die Verwendung
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unterschiedlicher Datenbanken als potentielle Erklérung fiir eventuelle Unterschiede in

Betracht gezogen werden sollte.

AnschlieBend wurden die Korrelationskoeffizienten nach Spearman und Pearson fiir die
ermittelten, mittleren Abundanzen auf Genus-Ebene der drei Sequenzierungsmethoden
berechnet. Die mittleren Abundanzen zeigen dabei keine Normalverteilung nach
Bestimmung mittels Shapiro-Wilk-Test. Daher ist der Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearman die Methode der Wahl, um eine Korrelation zu ermitteln. Um aber trotzdem
nicht nur die Rénge, sondern auch die Werte miteinander zu korrelieren, soll zusétzlich
auch der Korrelationskoeffizient nach Pearson bestimmt werden, wobei dessen
Ergebnisse aufgrund der nicht-erfiillten Voraussetzung einer Normalverteilung mit

Vorsicht betrachtet werden sollten.

Grundsitzlich konnte zwischen den Ergebnissen von allen drei
Sequenzierungsmethoden und mit beiden statistischen Verfahren eine statistisch
signifikante, positive Korrelation gezeigt werden. Dabei unterscheiden sich jedoch die

Ergebnisse des Korrelationskoeffizienten nach Pearson und Spearman:

Nach Pearson zeigen die metagenomische und Short-Read-16S-Sequenzierung die
starkste Korrelation ( = 0,95, p < 0,001), wihrend zwischen der metagenomischen und
Full-Length-16S- (r = 0,72, p < 0,001), beziechungsweise der Full-Length-16S- und
Short-Read-16S-Sequenzierung (» = 0,78, p < 0,001) eine etwas geringere, positive

Korrelation gefunden wurde.

Abweichend von dieser Beobachtung korrelieren nach Spearman die Full-Length-16S-
und Short-Read-16S-Sequenzierung am starksten (p = 0,70, p < 0,001), gefolgt von der
metagenomischen und Short-Read-16S-Sequenzierung (p = 0,67, p < 0,001) und der
metagenomischen und Full-Length-Sequenzierung (p = 0,53, p < 0,001).
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Figur 40 Verteilung der relativen Abundanzen auf Genus-Ebene der metagenomischen,

Full-Length-16S- und Short-Read-16S-Sequenzierung von 50 salivaren Proben ohne

Differenzierung von Patienten und Kontrollen. Aufgefiihrt sind alle identifizierten

Genera mit einer relativen Abundanz von mindestens 0,1%, alle weiteren Genera sind

gebiindelt dargestellt.

112




Fiir die supragingivalen Ergebnisse konnte ebenfalls eine statistisch signifikante,
positive Korrelation zwischen den Ergebnissen der Full-Length-16S- und Short-Read-
16S-Sequenzierung gefunden werden. Dabei ist die Korrelation nach Pearson (» = 0,90,

p < 0,001) stirker ausgeprégt als nach Spearman (p = 0,56, p < 0,001).
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Figur 41 Verteilung der relativen Abundanzen auf Genus-Ebene der Full-Length-16S-
und Short-Read-16S-Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben ohne
Differenzierung von Patienten und Kontrollen. Aufgefiihrt sind alle identifizierten
Genera mit einer relativen Abundanz von mindestens 0,1%, alle weiteren Genera sind

gebiindelt dargestellt.
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3.7 Uberschneidung der Ergebnisse

Zur engeren Eingrenzung der Ergebnisse und um Bakterien-Spezies zu identifizieren,
die sich konsistent zwischen Patienten und Kontrollen unterscheiden, wurde nach
Schnittmengen zwischen den unterschiedlichen Probenarten und
Sequenzierungsplattformen gesucht. Dabei wurden alle Bakterien-Spezies
beriicksichtigt, die mittels LEfSe als statistisch signifikant identifiziert wurden und den
zuvor festgelegten Grenzwert des LDA-Scores {iberschritten, oder mittels ANCOM-
BC2 als statistisch signifikant identifiziert wurden, oder mittels ANCOM-BC?2 als
strukturelle Null identifiziert und als hinreichend privalent eingestuft wurden. Als
konsistente Spezies wurden dabei alle Spezies eingestuft, die mindestens dreimal

identifiziert wurden.

Mit den auf diese Weise identifizierten Spezies wurden drei Schnittmengen identifiziert:
Eine Gesamtschnittmenge aller identifizierten Spezies (siehe Tabelle 19), die
Schnittmenge aller in salivaren Proben identifizierten Spezies (metagenomische/Full-
Length-/Short-Read-16S-Sequenzierung) (sieche Tabelle 20) und die Schnittmenge aller
in supragingivalen Proben identifizierten Spezies (Full-Length-/Short-Read-16S-
Sequenzierung) (siche Tabelle 21).
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Tabelle 19 Gesamtschnittmenge aller mittels LEfSe, oder ANCOM-BC?2 identifizierten
Bakterien-Spezies in salivaren und supragingivalen Proben der metagenomischen, Full-
Length- und Short-Read-16S-Sequenzierung. Mit * sind Bakterien-Spezies markiert, die
bei mehrfacher Identifikation mit ANCOM-BC?2 im Rahmen der Sensitivitdts-Analyse
mit aufsteigenden Pseudo-Counts konsistent weiterhin statistisch signifikant blieben.
Dargestellt sind die Hdaufigkeit der Identifikation, die Gruppe mit erhéhtem

Vorkommen, die statistischen Methoden, mit denen die Spezies identifiziert wurde, die
Log-fold-change + Standardfehler bei Identifikation mit ANCOM-BC2, beziehungsweise
der LDA-score bei Identifikation mit LEfSe, sowie die Art der Sequenzierung und
Probe.

Spezies Héufig- Gruppe Statistik Log-fold- LDA- Sequen- Probe
keit change (= score zierung
Standardfehler) | (log10)
Prevotella 6 Patienten ANCOM -1,51 (+0,34) - Full- Saliva
nigrescens -BC2 Length
ANCOM -1,35 (£0,24) - Full- Supra
-BC2 Length
ANCOM -1,23 (£0,39) - Short- Saliva
-BC2 Read
LEfSe - 3,48 Full- Saliva
Length
LEfSe - 3,48 Short- Saliva
Read
LEfSe - 3,58 Short- Supra
Read
Schwartzia 6 Patienten ANCOM -1,15 (£0,22) Full- Saliva
succinivorans -BC2 Length
ANCOM -0,76 (£0,27) Full- Supra
-BC2 Length
ANCOM -1,12 (£0,39) Short- Supra
-BC2 Read
LEfSe - 3,18 Full- Supra
Length
LEfSe - 2,12 Short- Saliva
Read
LEfSe - 2,70 Short- Supra
Read
Lactobacillus 5 Patienten ANCOM -1,87 (£0,30) Short- Saliva
rhamnosus -BC2 Read
ANCOM -2,33 (+0,36) Short- Supra
-BC2 Read
LEfSe - 2,31 Full- Supra
Length
LEfSe - 2,11 Short- Saliva
Read
Struk. - - Full- Supra
Null Length
Olsenella uli 4 Patienten ANCOM -0,97 (£0,17) - Metageno Saliva
-BC2 misch
ANCOM -1,00 (0,31) - Short- Saliva
-BC2 Read
LEfSe - 2,81 Metageno Saliva
misch
LEfSe - 2,25 Short- Supra
Read
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Lactobacillus Patienten ANCOM -1,58 (£0,19) - Metage- Saliva
vaginalis -BC2 nomisch
ANCOM -2,57 (0,24) - Full- Saliva
-BC2 Length
ANCOM -1,56 (+0,20) - Full- Supra
-BC2 Length
LEfSe - 2,80 Short- Supra
Read
Lactobacillus Patienten ANCOM -1,23 (£0,32) - Short- Saliva
oris -BC2 Read
ANCOM -2,48 (£0,19) - Short- Supra
-BC2 Read
LEfSe - 2,46 Full- Saliva
Length
LEfSe - 2,28 Short- Saliva
Read
Prevotella Patienten ANCOM -0,61 (£0,21) - Full- Saliva
maculosa* -BC2 Length
ANCOM -1,15 (£0,32) - Short- Saliva
-BC2 Read
LEfSe - 2,31 Full- Saliva
Length
LEfSe - 2,46 Short- Saliva
Read
Lactobacillus Patienten ANCOM -1,38 (£0,18) - Short- Saliva
paracasei -BC2 Read
LEfSe - 2,27 Full- Supra
Length
LEfSe - 2,17 Short- Supra
Read
Struk. - - Full- Supra
Null Length
Lancefieldella Patienten LEfSe - 2,55 Full- Saliva
rimae Length
LEfSe - 2,94 Short- Saliva
Read
LEfSe - 2,88 Short- Supra
Read
Struk. - - Full- Supra
Null Length
Aggregati- Kontrollen | ANCOM 1,01 (+ 0,36) - Full- Supra
bacter -BC2 Length
aphrophilus
ANCOM 1,44 (£0,50) - Short- Supra
-BC2 Read
LEfSe - -3,71 Full- Supra
Length
LEfSe - -2,84 Short- Supra
Read
Lactobacillus Patienten ANCOM -1,12 (0,18) - Metage- Saliva
gasseri -BC2 nomisch
ANCOM -2,76 (£0,23) - Full- Saliva
-BC2 Length
ANCOM -2,06 (+0,26) - Full- Supra
-BC2 Length
Prevotella Patienten ANCOM -0,80 (+0,19) - Metage- Saliva
oralis -BC2 nomisch
ANCOM -0,81 (£0,18) - Full- Saliva
-BC2 Length
LEfSe - 2,01 Full- Saliva
Length
Prevotella Patienten ANCOM -0,62 (£0,17) - Full- Saliva
multisacchari- -BC2 Length
vorax
ANCOM -1,68 (£0,19) - Short- Saliva
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-BC2 Read
ANCOM -2,67 (£0,21) - Short- Supra
-BC2 Read
Lactobacillus Patienten ANCOM -2,27 (£0,21) - Short- Saliva
crispatus -BC2 Read
ANCOM -0,90 (£0,17) - Short- Supra
-BC2 Read
Struk. - - Full- Supra
Null Length
Dialister Patienten ANCOM -0,93 (£0,24) - Full- Saliva
pneumosintes -BC2 Length
ANCOM -1,18 (£0,35) - Short- Saliva
-BC2 Read
LEfSe - 2,61 Full- Saliva
Length
Streptococcus Patienten ANCOM -1,27 (+0,38) - Short- Saliva
anginosus -BC2 Read
LEfSe - 3,13 Full- Saliva
Length
LEfSe - 3,16 Short- Saliva
Read
Bifido- Patienten ANCOM -1,44 (£0,51) - Short- Supra
bacterium -BC2 Read
dentium
LEfSe - 2,75 Short- Saliva
Read
LEfSe - 3,32 Short- Supra
Read
Selenomonas Patienten ANCOM -0,82 (+0,24) - Full- Saliva
infelix -BC2 Length
LEfSe - 2,57 Full- Saliva
Length
LEfSe - 2,56 Short- Saliva
Read
Dialister Patienten ANCOM -0,94 (+0,34) - Full- Saliva
invisus -BC2 Length
LEfSe - 3,58 Full- Supra
Length
LEfSe - 3,09 Short- Saliva
Read
Anaeroglobus Patienten LEfSe - 2,72 Full- Saliva
geminatus Length
LEfSe - 3,04 Full- Supra
Length
LEfSe - 2,52 Short- Saliva
Read
Mycoplasma Patienten LEfSe - 2,11 Full- Supra
salivarum Length
Struk. - - Full- Saliva
Null Length
Struk. - - Full- Supra
Null Length
Granulicatella Kontrollen | ANCOM 0,71 (£0,23) - Metage- Saliva
adiacens* -BC2 nomisch
ANCOM 0,72 (£0,24) - Short- Supra
-BC2 Read
LEfSe - -2,93 Short- Supra
Read
Haemophilus Kontrollen | ANCOM 0,55 (£0,18) - Metage- Saliva
sputorum -BC2 nomisch
ANCOM 1,11 (£,23) - Full- Saliva
-BC2 Length
ANCOM 1,47 (£0,22) - Full- Supra
-BC2 Length
Streptococcus™ Kontrollen | ANCOM 1,06 (+0,30) - Metage- Saliva
parasanguinis -BC2 nomisch
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ANCOM 0,80 (£,29) - Full- Supra
-BC2 Length
LEfSe - -3,63 Metage- Saliva
nomisch
Lachnoaeroba- Kontrollen | ANCOM 0,73 (£0,24) - Metage- Saliva
culum -BC2 nomisch
saburreum
ANCOM 1,15 (+0,26) - Full- Supra
-BC2 Length
LEfSe - -3,01 Full- Supra
Length
Veillonella Kontrollen | ANCOM 1,06 (+0,27) - Metage- Saliva
dispar -BC2 nomisch
LEfSe - -3,73 Metage- Saliva
nomisch
LEfSe - -4,15 Full- Saliva
Length
Kingella Kontrollen | ANCOM 0,91 (£0,31) - Full- Supra
oralis* -BC2 Length
ANCOM 1,35 (+0,42) - Short- Supra
-BC2 Read
LEfSe - -3,28 Short- Supra
Read
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Tabelle 20 Schnittmenge aller mittels LEfSe, oder ANCOM-BC?2 identifizierten

Bakterien-Spezies in salivaren Proben der metagenomischen, Full-Length- und Short-

Read-16S-Sequenzierung. Mit * sind Bakterien-Spezies markiert, die bei mehrfacher

Identifikation mit ANCOM-BC?2 im Rahmen der Sensitivitdts-Analyse mit aufsteigenden

Pseudo-Counts konsistent weiterhin statistisch signifikant blieben. Dargestellt sind die

Hdufigkeit der Identifikation, die Gruppe mit erhohtem Vorkommen, die statistischen

Methoden, mit denen die Spezies identifiziert wurde, die Log-fold-change +
Standardfehler bei Identifikation mit ANCOM-BC2, beziehungsweise der LDA-score bei

Identifikation mit LEfSe, sowie die Art der Sequenzierung.

Spezies Hiufigkeit Gruppe Statistik Log-fold-change | LDA-score | Sequenzierung
(£Standardfehler) (log10)
Prevotella 4 Patienten ANCOM- -1,51 (20,34) - Full-Length
nigrescens BC2
ANCOM- -1,23 (£0,39) - Short-Read
BC2
LEfSe - 3,48 Full-Length
LEfSe - 3,48 Short-Read
Prevotella 4 Patienten | ANCOM- -0,61 (£0,21) - Full-Length
maculosa* BC2
ANCOM- -1,15 (£0,32) - Short-Read
BC2
LEfSe - 2,31 Full-Length
LEfSe - 2,46 Short-Read
Prevotella 3 Patienten ANCOM- -0,80 (x0,19) - Metagenomisch
oralis BC2
ANCOM- -0,81 (+0,18) - Full-Length
BC2
LEfSe - 2,01 Full-Length
Dialister 3 Patienten | ANCOM- -0,93 (£0,24) - Full-Length
pneumosintes BC2
ANCOM- -1,18 (0,35) - Short-Read
BC2
LEfSe - 2,61 Full-Length
Streptococcus 3 Patienten ANCOM- -1,27 (+£0,38) - Short-Read
anginosus BC2
LEfSe - 3,13 Full-Length
LEfSe - 3,16 Short-Read
Selenomonas 3 Patienten | ANCOM- -0,82 (£0,24) - Full-Length
infelix BC2
LEfSe - 2,57 Full-Length
LEfSe - 2,56 Short-Read
Lactobacillus 3 Patienten ANCOM- -1,23 (20,32) - Short-Read
oris BC2
LEfSe - 2,46 Full-Length
LEfSe - 2,28 Short-Read
Veillonella 3 Kontrollen | ANCOM- 1,06 (+0,27) - Metagenomisch
dispar BC2
LEfSe - -3,73 Metagenomisch
LEfSe - -4,15 Full-Length
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Tabelle 21 Schnittmenge aller mittels LEfSe, oder ANCOM-BC?2 identifizierten
Bakterien-Spezies in supragingivalen Proben der Full-Length- und Short-Read-16S-
Sequenzierung. Mit * sind Bakterien-Spezies markiert, die bei mehrfacher Identifikation
mit ANCOM-BC?2 im Rahmen der Sensitivitits-Analyse mit aufsteigenden Pseudo-
Counts konsistent weiterhin statistisch signifikant blieben. Dargestellt sind die
Hdufigkeit der Identifikation, die Gruppe mit erhohtem Vorkommen, die statistischen
Methoden, mit denen die Spezies identifiziert wurde, die Log-fold-change +
Standardfehler bei Identifikation mit ANCOM-BC2, beziehungsweise der LDA-score bei
Identifikation mit LEfSe, sowie die Art der Sequenzierung.

Spezies Hiufigkeit Gruppe Statistik Log-fold-change LDA- Sequenzierung
(£Standardfehler) score
(log10)
Schwartzia 4 Patienten ANCOM- -0,76 (£0,27) Full-Length
succinivorans BC2
ANCOM- -1,12 (x0,39) Short-Read
BC2
LEfSe - 3,18 Full-Length
LEfSe - 2,70 Short-Read
Aggregati- 4 Kontrollen | ANCOM- 1,01 (= 0,36) - Full-Length
bacter BC2
aphrophilus
ANCOM- 1,44 (+£0,50) - Short-Read
BC2
LEfSe - -3,71 Full-Length
LEfSe - -2,84 Short-Read
Lactobacillus 3 Patienten ANCOM- -2,33 (£0,36) Short-Read
rhamnosus BC2
LEfSe - 2,31 Full-Length
Struk. - - Full-Length
Null
Lactobacillus 3 Patienten LEfSe - 2,27 Full-Length
paracasei
LEfSe - 2,17 Short-Read
Struk. - - Full-Length
Null
Kingella 3 Kontrollen | ANCOM- 0,91 (+0,31) - Full-Length
oralis BC2
ANCOM- 1,35 (£0,42) - Short-Read
BC2
LEfSe - -3,28 Short-Read
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4 Diskussion

4.1 Allgemeine Bewertung der Ergebnisse

Bezugnehmend auf das Hauptziel der vorliegenden Arbeit (sieche 1.4 Ziele der Arbeit)
konnte ein Unterschied zwischen dem oralen Mikrobiom von Patienten mit Demenz bei
Alzheimer-Krankheit und gesunden Kontroll-Probanden identifiziert werden. Zwar
konnte kein konsistenter Unterschied in der Alpha-Diversitdt zwischen den beiden
Gruppen identifiziert werden, jedoch lassen sich auf Ebene der Beta-Diversitét
Unterschiede festhalten: Zum einen zeigen sich im Rahmen der verschiedenen PCoAs
kompositionelle Unterschiede in Form einer wiederholt erkennbaren Trennung der
beiden Gruppen. Zum anderen konnten in allen Probenarten und Sequenzierungs-
Methoden Taxa identifiziert werden, deren Abundanz sich zwischen den beiden
Gruppen signifikant unterschied. Unter diesen Taxa lésst sich eine gewisse Anzahl von
konsistent identifizierten Spezies eingrenzen, die als robusteres
Unterscheidungsmerkmal der Mikrobiota der beiden Gruppen betrachtet werden

konnen.

4.2 Konsistent identifizierte Taxa

Insgesamt konnten 27 Bakterien-Spezies als konsistent unterschiedlich zwischen den
beiden Probandengruppen identifiziert werden und kdnnen daher als robusteres
Unterscheidungsmerkmal herangezogen werden. Im Folgenden sollen diese Taxa in
einen biologischen Kontext gesetzt und im Hinblick auf ihre Pathogenitit,
beziehungsweise Bedeutung fiir das orale Mikrobiom eingeordnet werden. Auf diese
Weise konnen die statistisch festgehaltenen Unterschiede ndher dahingehend betrachtet

werden, ob man sie als orale Dysbiose betrachten darf, oder nicht.

Da der Begriff der Dysbiose schwer zu definieren ist (Lloyd-Price et al., 2016), konnen
verschiedene Ebenen der Evidenz als Beleg fiir den “dysbiotischen Charakter” eines
oralen Taxons herangezogen werden: Zum einen kénnen Taxa mit Bezug zu oralen
Pathologien als Indikator einer Dysbiose betrachtet werden, da vor allem
Parodontalerkrankungen und Karies als polymikrobielle, dysbiotische Krankheiten
charakterisiert werden (Costalonga et al., 2014, DG PARO, DGZMK, AWMF 2020).
Hierbei finden Arbeiten Beriicksichtigung, die entweder das Taxon im Rahmen der
Pathologie identifiziert haben, oder einen Unterschied der Abundanz des Taxons

zwischen einer Gruppe von Erkrankten und einer Gruppe von Gesunden identifiziert
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haben, oder aber einen wichtigen, mechanistischen Beleg der Pathogenitit erbringen.
Bei Vertretern hoch-abundanter, oraler Genera, Genera, die in threr Gesamtheit im
Kontext oraler Gesundheit eingeordnet werden konnen, sowie Genera ohne bekannten
Bezug zu oraler Gesundheit aber mit statistisch signifikantem Unterschied im Einklang
mit einer/mehreren Spezies sollen aullerdem auch der Genus und weitere, weniger

konsistent identifizierte Spezies desselben Genus beleuchtet werden.

AuBerdem werden frithere Arbeiten zum oralen Mikrobiom bei Alzheimer-Krankheit,
beziehungsweise Demenz (siehe 1.3.3 Orale Dysbiose in Alzheimer-Patienten)
dahingehend betrachtet, ob sich die hier diskutierten Taxa dort wiederfinden. Insofern
sich einzelne Taxa auch anderweitig sinnvoll in Bezug zu neurodegenerativen

Erkrankungen setzen lassen, soll auch dieser Zusammenhang beleuchtet werden.

Zusétzlich zu den konsistent identifizierten Taxa werden einige Taxa diskutiert, deren
Identifikation zwar weniger robust ist, die aber dafiir im Kontext oraler Pathologien und

des oralen Mikrobioms eine gut beschriebene Rolle einnehmen.

Genus Prevotella: Der Genus Prevotella zdhlt zu den Taxa mit der hochsten Abundanz
im oralen Mikrobiom (Kondnen et al., 2022) und konnte auch in der vorliegenden
Arbeit vor allem im Saliva mit einem Anteil von bis zu 17,21% nachgewiesen werden
(siehe 3.3.1 Durchschnittliche relative Abundanzen). Allgemein kommen Spezies dieses
Genus hauptsdchlich als Kommensale ohne unmittelbare Pathogenitit vor. Jedoch
gelten die Spezies P.intermedia, P.nigrescens, P.aurantiaca und P.pallens (auch
zusammen als P.intermedia-Gruppe bezeichnet) als wichtige Verursacher von
Parodontitis, die zwar auch als Kommensale vorkommen, deren Pathogenitét im
subgingivalen Biofilm jedoch deutlich zunehmen kann (K6ndnen et al., 2022). Speziell
P.nigrescens und P.intermedia werden dabei auch zum Orange-Complex gezdhlt und
gelten damit als wichtige, wenn auch nicht die wichtigsten Parodontitis-Erreger

(Abdulkareem et al., 2023, Socransky et al., 1998).

Andere Prevotella-Spezies werden als Teil des Kern-Mikrobioms im Mund betrachtet
und gelten daher eher als Gesundheits-assoziiert (Kononen et al., 2022). Ein solches
Kern-Mikrobiom soll sich dabei unter anderem durch eine grofere Stabilitdt und

Resilienz gegeniiber Umwelteinfliissen auszeichnen (Lloyd-Price et al., 2016).
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Zu diesen Spezies wird vor allem P.melaninogenica gezahlt, sowie seltener P.denticola,
P.multiformis und Alloprevotella tannerae des nah verwandten Genus Alloprevotella

(Kononen et al., 2022).

Fiir den Genus Prevotella als Ganzes konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Gruppen identifiziert werden. Nichtsdestotrotz zeigen diverse Prevotella-
Spezies statistisch signifikante Unterschiede, wobei vier Vertreter zu den konsistent
identifizierten Taxa gezéhlt werden konnen (siehe Tabelle 19). Der Nachweis dieser
Taxa erfolgte hauptsichlich im Saliva (siehe Tabelle 20). Uber diese Taxa hinaus lassen
sich auBBerdem P.aurantiaca, P.loescheii, P.oulorum, P.denticola, P.multiformis,

A .tannerae, P.dentasini und P.baroniae als Spezies mit Bezug zur oralen Gesundheit und
hoherer Abundanz in Patienten und P.scopos, P.saccharolytica, P.dentalis, P.enoeca,
P.fusca, P.melaninogenica und P.salivae als Spezies mit hoherer Abundanz in

Kontrollen identifizieren.

P.aurantiaca, P.loescheii, P.oulorum und P.baroniae in Patienten wurden alle mit
Parodontitis, Karies und/oder endodontalen Infektionen in Verbindung gebracht, wobei
P.aurantiaca auch zur pathogenen P.intermedia-Gruppe gezahlt wird (Kononen et al.,
2022). Die anderen in Patienten identifizierten Spezies P.denticola, P.multiformis und
A.tannerae werden hingegen eher zum Gesundheits-assoziierten Kern-Mikrobiom
gezéhlt (Kondnen et al., 2022), wobei dieser Zusammenhang nicht eindeutig ist und
zum Beispiel P.denticola auch im Kontext von Parodontitis diskutiert wird (Diaz et al.,
2016). P.dentasini ist eine selten beschriebene Spezies, die phylogenetisch eng mit
P.multiformis verwandt ist (Takada et al., 2010). Beim Vergleich der Abundanz im
Saliva von Patienten mit nur Parodontitis, Parodontitis mit Morbus Crohn und gesunden
Kontrollen, konnten héhere Abundanzen von P.dentasini in den beiden
Patientengruppen verglichen mit den Kontrollen nachgewiesen werden (Sun et al.,

2021).

In Kontrollen konnten P.salivae, P.fusca, P.enoeca, P.dentalis, P.scopos und
P.saccharolytica vereinzelt mit Parodontitis, Karies, endodontalen Infektionen und
Implantat-Mukositis in Verbindung gebracht werden. Im Gegensatz dazu kann
P.melaninogenica als wichtigster Vertreter des Genus Prevotella im oralen Kern-
Mikrobiom betrachtet werden (K6ndnen et al., 2022), der aber dhnlich wie P.denticola

trotzdem auch bei Parodontitis beobachtet wird (Diaz et al., 2016).
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AuBerdem konnten sowohl der Genus Prevotella, als auch mehrere der genannten
Spezies im Kontext des oralen Mikrobioms bei Alzheimer identifiziert werden: So
konnten im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit sowohl hdhere
(Chen et al., 2024), als auch niedrigere Abundanzen (Issilbayeva et al., 2024, Yang, Tao
et al., 2021) von Prevotella in Patienten mit Demenz bei Alzheimer-Krankheit

identifiziert werden.

Ubereinstimmend mit den hier vorliegenden Ergebnissen konnten zuvor P.multiformis
(Na et al., 2024), P.denticola (Guo, Li et al., 2023) und P.oulorum (Holmer et al., 2021,
Na et al., 2024) als hoher abundante Spezies in Patienten und P.melaninogenica als
Spezies mit niedrigerer Abundanz in Patienten (Issilbayeva et al., 2024), aber in einer
weiteren Arbeit negativer Korrelation mit der kognitiven Leistung (Qiu et al., 2024)
identifiziert werden. Im Widerspruch zu den Ergebnissen dieser Arbeit wurden
aullerdem A.tannerae als hoher abundant in kognitiv Gesunden (Bathini et al., 2020)
und P.salivae als hoher abundant in Alzheimer-Patienten mit Parodontitis verglichen mit

Kontrollen mit nur Parodontitis beschrieben (Na et al., 2024).

Prevotella nigrescens: P.nigrescens konnte sechsmal mit einer signifikant hoheren
Abundanz in der Patientengruppe identifiziert werden. Als Teil des Orange-Complex
und der P.intermedia-Gruppe wird es als ein wichtiger Mitverursacher von Parodontitis
betrachtet (Abdulkareem et al., 2023, Kononen et al., 2022, Socransky et al., 1998). Im
Einklang mit dieser Einschédtzung lieB sich P.nigrescens signifikant haufiger im
subgingivalen Plaque von Parodontitis-Patienten verglichen mit gesunden Kontrollen
nachweisen und zeigte dabei eine Assoziation mit klinischen Parodontitis-Indizes
(Stingu et al., 2012, Stingu et al., 2013). Das Transkriptions-Profil unterschied sich
dabei zwischen Parodontitis-Patienten und Kontrollen dahingehend, dass sich
P.nigrescens vom Kommensalen hin zu mehr Pathogenitit mit vermehrter Expression
von Metalloproteinasen und Hidm-Transportern entwickelt (Szafranski et al., 2015). Auf
der anderen Seite konnte diese Spezies in einzelnen Fillen vermehrt im Gesunden
identifiziert werden (Kottrashetti et al., 2023), was mit dem Charakter des Genus

Prevotella als oraler Kommensale erkliart werden kann.

Im Kontext von Alzheimer konnten Na et al. eine hohere Abundanz von P.nigrescens
im subgingivalen Plaque von Patienten verglichen mit Kontrollen mit lediglich

Parodontitis nachweisen (Na et al., 2024). AuBBerdem konnte bereits zuvor eine erhohte
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Mortalitit von Alzheimer-Patienten mit hoheren Konzentrationen von Antikérpern

gegen P.nigrescens beobachtet werden (Beydoun et al., 2020).

Prevotella maculosa: P.maculosa konnte viermal mit einer signifikant hoheren
Abundanz in der Patientengruppe identifiziert werden. Dabei handelt es sich um eine
von nur zwei Spezies, die bei mehrfacher Identifikation mit ANCOM-BC2 im Rahmen
der Sensitivitits-Analyse mit aufsteigenden Pseudo-Counts konsistent weiterhin
statistisch signifikant blieben. Obwohl nur wenig Literatur zu diesem Taxon existiert,
wurde es als saccharolytisch und Siure-produzierend beschrieben (Downes et al., 2007).
Im Einklang damit konnten hhere Abundanzen von P.maculosa im Wurzelkanal von
Zahnen mit endodontalen Infektionen vor Therapie verglichen mit dem Zustand danach
beobachtet werden (Abraham et al., 2024). Auch bei oraler Gabe des probiotischen
Lactobacillus reuteri mit vorbeschriebener, inhibierender Wirkung auf orale Pathogene,
konnte eine Abnahme der Abundanz von P.maculosa im supragingivalen Plaque
zusammen mit mehreren, besser charakterisierten oralen Pathogenen gezeigt werden
(Romani Vestman et al., 2015). Und nicht zuletzt konnten Na et al. eine héhere
Abundanz von P.maculosa im subgingivalen Plaque von Alzheimer-Patienten

verglichen mit Kontrollen mit lediglich Parodontitis nachweisen (Na et al., 2024).

Prevotella oralis: P.oralis konnte dreimal mit einer signifikant hoheren Abundanz in
der Patientengruppe identifiziert werden. Diese Spezies gilt als Parodontitis-assoziiert
(Diaz et al., 2016) und konnte im subgingivalen Plaque von Parodontitis-Patienten
nachgewiesen werden (Nadkarni et al., 2012). Beim Vergleich der Abundanz im
subgingivalen Plaque an gesunden und entziindeten Lokalisationen zeigte sich eine
hohere Abundanz in entziindeten Bereichen (Nadkarni et al., 2015). Und auch im Saliva
von Patienten mit chronischer Parodontitis konnte eine hohere Abundanz von P.oralis
verglichen mit dem Saliva von gesunden Kontrollen dokumentiert werden (Lu et al.,

2022).

Prevotella multisaccharivorax: P.multisaccharivorax konnte dreimal mit einer
signifikant hoheren Abundanz in der Patientengruppe identifiziert werden. Diese
Prevotella-Spezies wurde in endodontalen Infektionen nachgewiesen (George et al.,
2016, Rocas und Siqueira, 2009) und findet sich in hoheren Abundanzen im
supragingivalen Plaque von Kindern und Erwachsenen mit Karies wieder, verglichen
mit gesunden Kontrollen (Chen et al., 2015, Kéndnen et al., 2022, Preza et al., 2008,

Skelly et al., 2020).
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Prevotella intermedia: P.intermedia konnte nur einmal mit einer signifikant héheren
Abundanz in Patienten identifiziert werden und z&hlt damit nicht zu den konsistent
identifizierten Taxa. Da diese Spezies jedoch Teil des Orange-Complex (Abdulkareem
et al., 2023, Socransky et al., 1998) und einer der beiden wichtigsten Vertreter der
Parodontitis-assoziierten P.intermedia-Gruppe ist (Kondnen et al., 2022), ist sie eng mit
der Entstehung von Parodontitis verbunden und lie sich entsprechend auch deutlich
hiufiger im subgingivalen Plaque von Parodontitis-Patienten verglichen mit gesunden
Kontrollen nachweisen (Diaz et al., 2016, Stingu et al., 2012). Auch beim Vergleich
symptomatischer und asymptomatischer endodontaler Lisionen lieB sich P.intermedia

ausschlieBlicher in symptomatischen Lasionen nachweisen (Sakamoto et al., 2006).

Hohere P.intermedia-Antikorper-Konzentrationen im Blut waren dariiber hinaus
assoziiert mit hoherer Mortalitit bei Alzheimer (Beydoun et al., 2020) und einer
hoheren Alzheimer-Inzidenz (Sparks et al., 2012). Und bei Vergleich der oralen
Abundanz zwischen Patienten mit Alzheimer und gesunden Kontrollen konnte
auerdem ein hoheres Autkommen von P.intermedia in Patienten gezeigt werden (Taati

Moghadam et al., 2022).

Zusammenfassend lésst sich ein Trend fiir die Verteilung der unterschiedlichen
Prevotella-Spezies festhalten: Die konsistent identifizierten Taxa finden sich alle mit
hoherer Abundanz in der Patientengruppe wieder und konnen eher als Pathologie-
assoziiert betrachtet werden. Daneben finden sich weitere Prevotella-Spezies, die sich
auf den ersten Blick relativ gleichmiBig liber Patienten- und Kontrollgruppe verteilen.
Bei genauerer Betrachtung kann man jedoch festhalten, dass P.intermedia und
P.aurantiaca in der Patientengruppe als Teil des Orange-Complex (Abdulkareem et al.,
2023, Socransky et al., 1998) und der P.intermedia-Gruppe (K6nonen et al., 2022) enger
als die anderen genannten Spezies mit oralen Pathologien in Verbindung stehen. Auf
der anderen Seite findet sich eine signifikant hdhere Abundanz von P.melaninogenica in
der Kontrollgruppe wieder. Diese Spezies wird am ehesten als Teil des Gesundheits-
assoziierten, oralen Kern-Mikrobioms beschrieben (Kdndnen et al., 2022). P.nigrescens
und P.intermedia wurden dariiber hinaus als potentiell wichtige Pradiktoren von
dysbiotischen Verschiebungen im subgingivalen Okosystem beschrieben (Zhang et al.,

2017).

Mit der nétigen Vorsicht im Hinblick auf die geringere Robustheit der weniger

konsistent identifizierten Taxa und der komplexen Natur von Prevotella-Spezies als
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orale Kommensale mit teils pathogenem Potential (Kondnen et al., 2022), lasst sich
damit ein Trend hin zu einer eher pathologischen, dysbiotischen Verteilung dieses
Genus zwischen Alzheimer-Patienten und Kontrollen festhalten. Ein dhnlicher
Zusammenhang konnte auch in der Mehrzahl fritherer Arbeiten zum oralen Mikrobiom
bei Alzheimer gezeigt werden, insofern in diesen Prevotella-Spezies als differentiell
abundant identifiziert wurden (Guo, Li et al., 2023, Holmer et al., 2021, Issilbayeva et
al., 2024, Taati Moghadam et al., 2022, Na et al., 2024, Qiu et al., 2024).

Schwartzia succinivorans: S.succinivorans konnte sechsmal mit einer signifikant
hoheren Abundanz in der Patientengruppe identifiziert werden (siehe Tabelle 19). Der
Nachweis erfolgte dabei hauptsdchlich supragingival (siche Tabelle 21). Auch fiir den
Genus Schwartzia konnte eine signifikant hohere Abundanz in Patienten gezeigt
werden, auch wenn sich keine weiteren Spezies dieses Genus identifizieren lieBen (siche

8.5 Weitere Tabellen).

S.succinivorans ist dabei ein wenig beschriebenes Taxon, das im Wesentlichen als
Kommensale im Rumen von Kiihen identifiziert wurde (van Gylswyk et al., 1997).
Nichtsdestotrotz wurde der Genus Schwartzia in einer Multiomics-Arbeit als
Parodontitis-assoziiert beschrieben (Sisk-Hackworth et al., 2021) und kommt vermehrt
supragingival bei Karies (Celik et al., 2021) und subgingival bei Parodontitis vor
(Camelo-Castillo, Mira et al., 2015).

Genus Lactobacillus: Der Genus Lactobacillus macht nur einen kleinen Anteil des
oralen Mikrobioms aus und konnte auch in der vorliegenden Arbeit lediglich mit einem
Anteil von maximal 1,56% im Saliva identifiziert werden (3.4.1.1 Durchschnittliche

relative Abundanzen).

Spezies dieses Genus spielen jedoch trotzdem als Sdure-Bildner eine Rolle bei der
Entstehung von Karies. Es wurde beschrieben, dass dieser Genus theoretisch bei Karies-
Freiheit nicht auffindbar sein sollte. Da die Privalenz fiir Karies jedoch extrem hoch ist,
ist ein komplettes Fehlen dieses Genus selten (Caufield et al., 2015). Die Bedeutung fiir
die orale Gesundheit ist aulerdem deswegen komplex, weil auch inhibitorische Effekte
beschrieben sind und viele Lactobacillus-Spezies erfolgreich als Probiotikum mit

antikariogenem Effekt eingesetzt wurden (Wen et al., 2022).

Trotzdem lassen sich L.paracasei, L.casei, L.rhamnosus, L.fermentum, L.gasseri und

L.salivarius hiufig in Kariesldsionen nachweisen und zumindest L.casei, L.paracasei,
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L.rhamnosus und L.gasseri zeigen eine gesteigerte Biofilm-Bildung in Co-Kultur mit
dem zentralen Karieserreger Streptococcus mutans. Andere Spezies finden sich zwar

ebenfalls in Kariesldsionen, jedoch insgesamt weniger hdufig (Wen et al., 2022).

Sechs Lactobacillus-Spezies konnten als konsistente Taxa identifiziert werden (siche
Tabelle 19). Diese sechs Spezies zeigten dabei alle eine signifikant hohere Abundanz in
der Patienten-Gruppe, was sich auch in einer signifikant hoheren Abundanz des Genus
als Ganzes zeigt (siche 8.5 Weitere Tabellen). Uber diese Taxa hinaus lieBen sich
auBerdem L.salivarius, L.fermentum, L.casei, L.paragasseri und L.helveticus als Spezies
mit Bezug zur oralen Gesundheit und hoherer Abundanz in Patienten und L.ultunensis

und L.delbrueckeii als Spezies mit hoherer Abundanz in Kontrollen identifizieren.

L.salivarius, L.fermentum und L.casei wurden relativ konsistent mit Karies in
Verbindung gebracht und im Saliva und Plaque von Patienten nachgewiesen (Caufield
etal., 2015, Smith et al., 2001, Wen et al., 2022). L.casei ist dabei aulerdem eng
verwandt mit L.paracasei (Wen et al., 2022), der als konsistentes Taxon identifiziert
wurde. L.paragasseri findet nur selten Erwidhnung im Kontext oraler Pathologien, ist
jedoch wiederum mit dem ebenfalls konsistent identifizierten L.gasseri phylogenetisch
eng verwandt (Tanizawa et al., 2018). Dabei sind sich diese Spezies genetisch so
dhnlich, dass sie sich mittels Short-Read-Sequencing nicht sicher differenzieren lassen
(Ene et al., 2022). L.helveticus wird im Kontext von Karies seltener erwihnt, lie3 sich

jedoch ebenfalls in kindlichen Kariesldsionen nachweisen (Ahirwar et al., 2021).

Die eher in Kontrollen identifizierten Spezies L.ultunensis und L.delbrueckeii konnten
ebenfalls in Saliva und Plaque von Kariespatienten identifiziert werden (Ahirwar et al.,

2021, Byun et al., 2004, Smith et al., 2001).

Dariiber hinaus konnte der Genus Lactobacillus zweimal mit einer hoheren (Issilbayeva
et al., 2024, Wu et al., 2021) und einmal mit einer geringeren Abundanz im Mund von
Alzheimer-Patienten identifiziert werden (Chen et al., 2024). Auflerdem konnte
L.salivarius mit einer hoheren Abundanz im Saliva von Alzheimer-Patienten verglichen

mit gesunden Kontrollen nachgewiesen werden (Guo, Li et al., 2023).

Lactobacillus rhamnosus: L.rhamnosus konnte fiinfmal mit einer signifikant hoheren
Abundanz in der Patientengruppe identifiziert werden. Diese Spezies zeigt eine
kariogene Wirkung in-vitro (Schwendicke et al., 2014) und lie8 sich in aktiven Lasionen

von kindlichem (Reis et al., 2021, Ahirwar et al., 2021) und adultem Karies (Byun et al.,
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2004), sowie der Frithphase von Pulpitis (Nadkarni et al., 2010) nachweisen. Aullerdem
kann man in-vitro eine gesteigerte Biofilm-Bildung in Co-Kultur mit Streptococcus

mutans beobachten (Wen et al., 2022).

Paradoxerweise hat L.rhamnosus aber auch antikariogene Wirkung und fiihrte zu einer
Verbesserung von Parodontitis-Indizes bei Gabe als Probiotikum (D’ Agostino et al.,

2024).

Lactobacillus vaginalis: L.vaginalis konnte viermal mit einer signifikant hoheren
Abundanz in der Patientengruppe identifiziert werden. Wie der Name suggeriert, wurde
diese Spezies urspriinglich in der Vagina isoliert (Embley et al., 1989). L.vaginalis
konnte jedoch auch im Saliva von Karies-Patienten (Caufield et al., 2007), sowie in
Kariesldsionen und Wurzelkandlen nachgewiesen werden (Kazemtabrizi et al., 2020).
Verglichen mit gesunden Kontrollen lieBen sich auBerdem hohere Abundanzen von
L.vaginalis im supragingivalen Plaque von Kindern (Kanasi et al., 2010) und

Hiamodialyse-Patienten mit Karies nachweisen (Yue et al., 2018).

Lactobacillus oris: L.oris konnte viermal mit einer signifikant hoheren Abundanz in
der Patientengruppe identifiziert werden. Dieser Vertreter des Genus Lactobacillus
wurde ebenfalls in Karies nachgewiesen, jedoch weniger haufig als andere Spezies
(Caufield et al., 2015). Dartiber hinaus gilt er auch nur als ein moderater Sdure-Bildner
(Piwat et al., 2012). Dafiir zeigt er ebenfalls in-vitro eine moderat-protektive Wirkung

gegen orale Pathogene (Kol et al., 2008, Teanpaisan et al., 2011).

Lactobacillus paracasei: L.paracasei konnte viermal mit einer signifikant héheren
Abundanz in der Patientengruppe identifiziert werden. Diese Lactobacillus-Spezies ist
eng mit kindlichem Karies assoziiert (Wen et al., 2022) und konnte in aktiven
Kariesldsionen nachgewiesen werden (Reis et al., 2021). L.paracasei zeigt auBerdem
eine gesteigerte Biofilm-Bildung in Co-Kultur mit Streptococcus mutans (Wen et al.,
2022), wobei fiir die Gabe als Probiotikum auch der genau gegenteilige Effekt
beobachtet wurde (Guo, Wu et al., 2023).

Lactobacillus gasseri: L.gasseri konnte dreimal mit einer signifikant hoheren
Abundanz in der Patientengruppe identifiziert werden. Hinzu kommt eine Identifikation
des nah verwandten L.paragasseri, ebenfalls mit hoherer Abundanz in der

Patientengruppe. Diese beiden Spezies sind sich phylogenetisch so nahe, dass eine
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sichere Differenzierung im Rahmen von Short-Read-Sequenzierung bereits in Frage

gestellt wurde (Ene et al., 2022, Tanizawa et al., 2018) (siche Genus Lactobacillus).

L.gasseri konnte zum Teil als eine der hdufigsten Spezies in Kariesldsionen (Byun et al.,
2004, Kneist et al., 2010, Munson et al., 2004, Schulze-Schweifing et al., 2014) und
dem Saliva von Patienten mit Karies (Smith et al., 2001) nachgewiesen werden. Beim
Vergleich von gesunden Kontrollen mit Karies-Patienten wiesen Patienten hohere
Abundanzen auf (Kanasi et al., 2010, Skelly et al., 2020, Wolff et al., 2019), wobei in
Saliva und subgingivalem Plaque von Parodontitis-Patienten auch das Gegenteil
beobachtet wurde (Koll-Klais et al., 2005). Aulerdem wurde bei Kindern mit Karies ein
Anstieg der Abundanz im zeitlichen Verlauf verglichen zur konstanten Abundanz bei

gesunden Kindern dokumentiert (Wang et al., 2022).

Lactobacillus crispatus: L.crispatus konnte dreimal mit einer signifikant hoheren
Abundanz in der Patientengruppe identifiziert werden. Ahnlich wie die anderen
Lactobacillus-Spezies konnte L.crispatus in Kariesldsionen nachgewiesen werden (Byun
et al., 2004), speziell, wenn in diesen ein niedriger pH gemessen wurde (Kianoush et al.,
2014). Passend dazu lieB3 sich auch eine hohere Abundanz im supragingivalen Plaque
von Patienten mit Karies verglichen mit gesunden Kontrollen beobachten (Chen et al.,

2015).

Insgesamt ldsst sich fiir den Genus Lactobacillus und die zugehdrigen Spezies ein
dhnlicher Trend beobachten wie flir die Prevotella-Spezies: Die konsistent
identifizierten Taxa, sowie der Genus als Ganzes finden sich alle mit einer signifikant
héheren Abundanz in der Patientengruppe wieder. Von den weiteren, weniger
konsistent identifizierten Spezies finden sich die meisten ebenfalls in der
Patientengruppe. Aullerdem lassen sich die in Patienten identifizierten Spezies
insgesamt klarer mit oralen Pathologien und vor allem Karies in Verbindung bringen.
Die einzigen beiden Lactobacillus-Spezies, die mit signifikant hoherer Abundanz in
Kontrollen identifiziert wurden, zdhlen weder zu den konsistent identifizierten Taxa,
noch finden sie hdufige Erwdhnung in der Literatur rund um den pathogenen Charakter

dieses Genus im Mund.

Hinzu kommt, dass die identifizierten Lactobacillus-Spezies trotz ihres insgesamt
deutlich geringeren Anteils am Gesamt-Mikrobiom einen deutlich schérferen Kontrast

zwischen Patienten und Kontrollen zeigen: Vergleicht man die mittels ANCOM-BC2
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ermittelte Log-fold-change der konsistent identifizierten Prevotella- und Lactobacillus-
Spezies, fillt auf, dass diese fiir die Lactobacillus-Spezies deutlich hoher ausfillt (sieche
Tabelle 19). Ein solcher Trend hin zu einer geringen, aber konsistent nachweisbaren
Abundanz in einer Gruppe, die als “dysbiotisch” vermutet wird und einer gewissen
Absenz in der “gesunden” Gruppe wire im Einklang mit der Vorstellung von
Lactobacillus als Genus, der nur im pathologischen Kontext nachweisbar ist (Caufield et

al., 2015).

Olsenella uli: O.uli konnte viermal mit einer signifikant hoheren Abundanz in der
Patientengruppe identifiziert werden (siehe Tabelle 19). Auch fiir den Genus Olsenella
konnte eine signifikant hohere Abundanz in Patienten gezeigt werden (siehe 8.5 Weitere
Tabellen). O.uli lieB sich in endodontalen Lésionen (R6¢as und Siqueira, 2005, Pinheiro
et al., 2024, Siqueira und Rogas 2005, Siqueira et al., 2024) und in apikaler Parodontitis
(Nardello et al., 2020) nachweisen. Auflerdem konnte in endodontalen Lisionen eine
hohere Abundanz in persistierenden, verglichen mit priméren Infektionen beobachtet

werden (Kesim et al., 2023).

Beim Vergleich mit gesunden Kontrollen zeigte sich eine héhere Abundanz in
subgingivalem Plaque von Parodontitis-Patienten (Vieira Colombo et al., 2016), bei
Peri-Implantitis (Kim et al., 2023) und im Saliva von Kindern mit Karies (Wang et al.,
2019). Zusitzlich konnte eine hohere Abundanz im Saliva von gesunden Kontrollen

verglichen mit Patienten mit MCI beobachtet werden (Da et al., 2023).

Von dem Genus Olsenella konnte aulerdem O.profusa mit einer signifikant hoheren
Abundanz in Patienten identifiziert werden, wenn auch nicht als konsistentes Taxon.
O.profusa konnte in Kariesldsionen (Munson et al., 2004) und endodontalen Lédsionen
gefunden werden (Ordinola-Zapata et al., 2024, Ro¢as und Siqueira, 2005). Beim
Vergleich mit gesunden Kontrollen fanden sich héhere Abundanzen dieses Taxon im
supragingivalen Plaque von Patienten mit Karies (Chen et al., 2015, Wolff et al., 2019),
dhnlich wie im Plaque von Patienten mit Karies und reversibler Pulpitis verglichen mit
Kontrollen mit nur Karies und intakter Pulpa (Selvakumar et al., 2021). AuBBerdem ist
O.profusa das einzige Bakterium, dass sich bei Untersuchung von Proben aus fiinf

infizierten Wurzelkanilen in allen Proben wiederfand (Jacinto et al., 2007).

Aggregatibacter aphrophilus: A.aphrophilus konnte viermal mit einer signifikant

hdheren Abundanz in der Kontrollgruppe identifiziert werden (siehe Tabelle 19). Der
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Nachweis erfolgte dabei hauptséchlich supragingival (siehe Tabelle 21). Auch fiir den
Genus Aggregatibacter konnte eine signifikant hohere Abundanz in Kontrollen gezeigt
werden (siche 8.5 Weitere Tabellen). Als weitere Spezies dieses Genus, jedoch nicht als
konsistentes Taxon, wurde A.actinomycetemcomitans ebenfalls mit einer hdheren
Abundanz in Kontrollen identifiziert. Da es sich bei dieser Spezies jedoch um einen
bekannten Parodontitis-Erreger handelt (Visentin et al., 2023), wird sie separat

beleuchtet (siche Aggregatibacter actinomycetemcomitans).

A.aphrophilus konnte in supragingivalem Plaque (Giacomini et al., 2024) und dem
Wurzelkanal bei endodontalen Infektionen nachgewiesen werden (Tavares et al., 2011).
Diese Spezies kann an dentalen Infektionen beteiligt sein, ist aber vor allem bekannt fiir
periphere Infektionen, speziell Endokarditis (Zacarias Mendoza et al., 2023). Auch ein
Fall von Hirnabszess nach Zahn-Extraktion ist beschrieben (Maraki et al., 2016).

Passend zu dem in dieser Arbeit erfolgten Nachweis in Kontrollen konnten auch Guo,
Li et al. in Saliva und Gingivalfliissigkeit von gesunden Kontrollen signifikant hhere
Abundanzen von A.aphrophilus verglichen mit Alzheimer-Patienten nachweisen (Guo,

Li et al., 2023).

Aggregatibacter actinomycetemcomitans: A.actinomycetemcomitans wurde zweimal
mit einer signifikant hoheren Abundanz in Kontrollen identifiziert. Damit zihlt es zwar
nicht zu den konsistent identifizierten Taxa. Jedoch wurde A.actinomycetemcomitans
neben dem Red-Complex als eines der zentralen Pathogene bei Parodontitis
beschrieben (Visentin et al., 2023) und zeigt eine enge phylogenetische Verwandtschaft
mit A.aphrophilus (Nerskov-Lauritsen und Kilian, 2006). Paradoxerweise wurde diese
Spezies urspriinglich als Teil des Green-Complex vereinbar mit parodontaler
Gesundheit eingestuft (Carrouel et al., 2016, Socransky et al., 1998). Mittlerweile wird
A.actinomyctemcomitans jedoch als einer von mehreren Vertretern aus
Green-/Yellow-/Purple-Complex betrachtet, die auch in endodontalen Lésionen und bei
Parodontitis identifiziert werden (Gambin et al., 2024), was die Einschitzung der

pathologischen Natur des Nachweises schwierig macht.

A.actinomyctemcomitans dringt in gingivale Epithel-Zellen ein (Abdulkareem et al.,
2023) und kann mit Hilfe sogenannter Leukotoxine die Immunantwort hemmen und

erlaubt dadurch die Progression von Parodontitis (Visentin et al., 2023). AuBBerdem ist
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diese Spezies dazu in der Lage, protektive Mechanismen Gesundheits-assoziierter

Kommensale zu hemmen (Duan et al., 2016) (siehe Streptococcus parasanguinis).

Dariiber hinaus konnte man im Blut von Alzheimer-Patienten héhere Konzentrationen
von Antikdrpern gegen A.actinomycetemcomitans verglichen mit gesunden Kontrollen

nachweisen (Kamer et al., 2009).

Der Genus Aggregatibacter und die ihm angehdrenden Spezies A.aphrophilus und
A.actinomycetemcomitans zeigen damit einen klaren Trend hin zu einem erhohten
Autkommen in Kontrollen. Allerdings ldsst sich dieses Aufkommen nur bedingt in
einen eindeutigen, biologischen Kontext einordnen: Auf der einen Seite haben die
beiden eng verwandten Spezies eindeutig ein pathologisches Potential, jedoch zeigt sich
dieses im Fall von A.aphrophilus eher in Form von peripheren Infektionen (Zacarias
Mendoza et al., 2023), wahrend A.actinomyctemcomitans auch Teil des Gesundheits-

assoziierten Green-Complex sein kann (Carrouel et al., 2016, Socransky et al., 1998).

Lancefieldella rimae: L.rimae konnte viermal mit einer signifikant hoheren Abundanz
in der Patientengruppe identifiziert werden (siehe Tabelle 19). Auch fiir den Genus
Lancefieldella konnte eine signifikant hohere Abundanz in Patienten gezeigt werden
(siche 8.5 Weitere Tabellen). L.rimae findet nur relativ wenig Erwidhnung in der
Literatur rund um orale Pathologien. Trotzdem konnten Veras et al. eine signifikant
hohere Abundanz in Patienten mit Parodontitis verglichen mit gesunden Kontrollen und
eine Abnahme der Abundanz nach Therapie zeigen. Von den Autoren wurde diese
Spezies daher als potentielles, neues parodontales Pathogen mit guter Evidenz

eingestuft (Veras et al., 2023).

AuBerdem konnte L.parvula als weiterer Vertreter dieses Genus mit hherer Abundanz
in Patienten identifiziert werden. Diese Spezies konnte mit héherer Abundanz in
persistierenden endodontalen Lasionen verglichen mir priméren Infektionen

nachgewiesen werden (Park et al., 2024).

Granulicatella adiacens: G.adiacens konnte dreimal mit einer signifikant hoheren
Abundanz in der Kontrollgruppe identifiziert werden (siehe Tabelle 19). Weder fiir den
Genus Granulicatella, noch flir weitere Spezies dieses Genus konnten Unterschiede
beobachtet werden. G.adiacens wurde mit oraler Gesundheit in Verbindung gebracht
(Diaz et al., 2016) und entsprechend mit hoherer Abundanz im subgingivalen Plaque

von gesunden Kontrollen verglichen mit Parodontitis-Patienten identifiziert (Lourengo
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et al., 2014). Allerdings konnte diese Spezies auch in endodontalen Lésionen (Rogas
und Siqueira, 2005) und dem subgingivalen Plaque von Patienten mit Parodontitis
nachgewiesen werden (Colombo et al., 2009). Auch konnte man eine Abnahme der
Abundanz in supragingivalem Plaque nach Einnahme des probiotischen Lactobacillus
reuteri beobachten, aber ohne Eruierung klinischer Parameter (Romani Vestman et al.,

2015).

Genus Haemophilus: Der Genus Haemophilus zdhlt zu den Taxa mit einer relativ
hohen Abundanz im oralen Mikrobiom. Er wurde dabei als eines der pravalentesten
Taxa im gesunden gingivalen Sulcus beschrieben (Sureda et al., 2020) und konnte auch
in der vorliegenden Arbeit vor allem supragingival mit einem Anteil von bis zu 24,34%

nachgewiesen werden (siche 3.4.2.1 Durchschnittliche relative Abundanzen).

Im Einklang mit der Beschreibung als eher Gesundheits-assoziiert (Sureda et al., 2020)
konnte der Genus Haemophilus signifikant hdufiger in Kontrollen identifiziert werden
(siehe 8.5 Weitere Tabellen). Dabei konnte eine Spezies als konsistentes Taxon
ebenfalls in Kontrollen nachgewiesen werden. Weitere Spezies des Genus Haemophilus
wurden ebenfalls hauptsédchlich in Kontrollen identifiziert, jedoch nicht als konsistente
Taxa und weitestgehend ohne Bezug zu oralen Pathologien, was wiederum zur
Einschétzung als nicht-pathogene Kommensale passt. So konnten auch frithere Arbeiten
héhere Abundanzen von Haemophilus in supragingivalem Plaque und Saliva von
gesunden Kontrollen verglichen mit Karies-Patienten dokumentieren (Belstrom,
Holmstrup et al., 2017, Chen, Jiang et al., 2020). Allerdings wurde auch Gegenteiliges

mit hoheren Abundanzen in Karies-Patienten beschrieben (Schoilew et al., 2019).

Haemophilus sputorum: H.sputorum konnte dreimal mit einer signifikant hoheren
Abundanz in der Kontrollgruppe identifiziert werden (siehe Tabelle 19). Wie fiir den
Genus als Ganzes, der eher mit oraler Gesundheit assoziiert ist (Sureda et al., 2020),
wird auch diese Spezies nur selten im Kontext von oralen Pathologien erwihnt: So
erfolgte die Identifikation dem Namen entsprechend erstmals in Sputum und
Rachenabstrich (Nerskov-Lauritsen et al., 2012) und es ist lediglich ein Fall von
Endokarditis beschrieben (Costello et al., 2022).

Genus Streptococcus: Der Genus Streptococcus zéhlt zu den Taxa mit der hochsten

Abundanz im oralen Mikrobiom (Abranches et al., 2018) und konnte auch in der
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vorliegenden Arbeit mit einem Anteil von bis zu 38,33% nachgewiesen werden (siche

3.4.2.1 Durchschnittliche relative Abundanzen).

Vertreter dieses Genus kommen allgemein im Mund als Kommensale vor. Ein erhdhtes
Aufkommen einiger Sdure-toleranter Vertreter, vor allem S.mutans und S.sobrinus steht
jedoch mit Karies in Verbindung. Auf der anderen Seite ist ein erhdhtes Vorkommen
von S.parasanguinis, S.gordonii und S.sanguinis mit einem niedrigeren Level der
pathogenen Vertreter und oraler Gesundheit assoziiert (Abranches et al., 2018). Spezies
dieses Genus bilden daher auch den Yellow-Complex im Kontext von Parodontitis, der

mit parodontaler Gesundheit vereinbar ist (Carrouel et al., 2016, Socransky et al., 1998).

Fiir den Genus Streptococcus als Ganzes konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen identifiziert werden. Nichtsdestotrotz zeigten diverse
Spezies statistisch signifikante Unterschiede, wobei zwei Vertreter zu den konsistent
identifizierten Taxa gezihlt werden konnten (siehe Tabelle 19). Uber diese Taxa hinaus
lieBen sich auBerdem S.mutans, S.agalacticae, S.gwangiuense und S.periodonticum als
Spezies mit Bezug zur oralen Gesundheit und hoherer Abundanz in Patienten und
S.australis, S.salivarius, S.gordonii und S.sp. A12 als Spezies mit hoherer Abundanz in

Kontrollen identifizieren.

Obwohl die Streptococcus-Spezies damit sehr gleichméBig zwischen Patienten und
Kontrollen verteilt zu sein scheinen, ldsst sich doch bereits anhand der nicht-
konsistenten Taxa ein Trend erkennen: So ist S.mutans in der Patientengruppe Séure-
tolerant und im hochsten Malle mit Karies assoziiert (Abranches et al., 2018), wéahrend
S.gwangiuense und S.periodonticum zwar weniger haufig, dafiir aber in Pericoronitis
(Park et al., 2019), beziechungsweise dem subgingivalen Plaque bei Parodontitis
beschrieben wurden (Lim et al., 2019). S.agalacticae ist hauptsdchlich assoziiert mit
Schwangerschaftskomplikationen, hat jedoch das Potential zur Co-Adhérenz mit

S.mutans (Liu, Liu et al., 2020).

In der Kontrollgruppe findet sich wiederum S.gordonii, der mit niedrigerem
Aufkommen pathogener Streptococci und oraler Gesundheit assoziiert ist (Abranches et
al., 2018), in-vitro das Wachstum von S.mutans hemmt (Huang et al., 2018) und
entsprechend beim Vergleich von Karies-Patienten und gesunden Kontrollen eine

hohere Abundanz in Gesunden zeigte (Agnello et al., 2017). Umgekehrt war diese
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Spezies jedoch in einer Meta-Analyse assoziiert mit Parodontitis (Antezack et al.,

2023).

S.australis und S.sp. A12 wurden ebenfalls in der Kontrollgruppe identifiziert und sind
phylogenetisch nah mit dem Gesundheits-assoziierten S.parasanguinis verwandt (Huang
et al., 2016, Willcox et al., 2001). AuBBerdem sind beide Spezies dazu in der Lage, in-
vitro das Wachstum von S.mutans zu hemmen (Huang et al., 2016, Huang et al., 2018),
wihrend S.australis mit besserem Therapieansprechen bei antibiotischer Therapie von

Parodontitis in Verbindung gebracht wurde (Colombo et al., 2012).

S.salivarius, identifiziert in der Kontrollgruppe, konnte mit einer héheren Abundanz in
gesunden Kontrollen verglichen mit Parodontitis-Patienten (Ko et al., 2020) und
Halitosis-Patienten (Bernardi et al., 2020, Kazor et al., 2003) identifiziert werden. Fiir
diese Spezies ist keine unmittelbar inhibierende Wirkung auf orale Pathogene
beschrieben, jedoch hat sie ein spezielles Urease-System, mit dem S.salivarius die
Umgebung alkalisiert, was wahrscheinlich dem Wachstum Sdure-toleranter Spezies

entgegenwirkt (Abranches et al., 2018).

Im Kontext von Alzheimer konnten zuvor hohere Abundanzen vom Genus
Streptococcus im Plaque von Patienten mit Alzheimer verglichen mit gesunden
Kontrollen nachgewiesen werden (Chen, Xu et al., 2022, Wu et al., 2021). Aullerdem
konnte eine abnehmende Abundanz mit geringerem MMST gezeigt werden (Fogelholm

etal., 2023).

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte dariiber hinaus
eine hohere Abundanz von S.gordonii und S.salivarius im Saliva von gesunden
Kontrollen verglichen mit Patienten mit MCI gefunden werden (Da et al., 2023). Jedoch
wurde auch nicht iibereinstimmend eine héhere Abundanz von S.mutans in gesunden

Kontrollen beschrieben (Fu et al., 2022).

Streptococcus parasanguinis: S.parasanguinis konnte dreimal mit einer signifikant
héheren Abundanz in der Kontrollgruppe identifiziert werden (siehe Tabelle 19). Dieses
Taxon wird meist als oraler Kommensale beschrieben, der Pathogene antagonisiert
(Abranches et al., 2018, Baty et al., 2022) und hilft, einen Gesundheits-assoziierten
Biofilm aufzubauen (Nobbs und Kreth, 2019). In-vitro hemmt S.parasanguinis das
Wachstum von S.mutans (Huang et al., 2018), stort das Zusammenspiel von S.mutans

und C.albicans, oft beobachtet in kindlichem Karies (Huffines et al., 2020) und hemmt
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das Wachstum von Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis
und Prevotella intermedia, hauptséchlich durch Produktion von Wasserstoffperoxid

(Herrero et al., 2016).

Passend zur vorbeschriebenen, protektiven Wirkung fanden sich hohere Abundanzen
von S.parasanguinis in gesunden Kontrollen verglichen mit Karies-Patienten (Corby et
al., 2005) und Patienten mit Halitosis (Bernardi et al., 2020). AuBlerdem konnte man
hohere Abundanzen in der Mundspiilung gesunder Ménner mit parallel hoher, ebenfalls
Gesundheits-assoziierter n-Butyrat-Konzentration nachweisen, verglichen mit Médnnern

mit geringer Konzentration dieser kurzkettigen Fettsdure (Chen et al., 2023).

Umgekehrt wird S.parasanguinis zum Teil auch mit Parodontitis in Verbindung
gebracht (Diaz et al., 2016). AuBerdem fand sich diese Spezies mit hoherer Abundanz
im Saliva von Karies-Patienten (Belstrom et al., 2014) und dem Saliva von Kindern
nach Kariesbehandlung und mit Riickfall nach sechs Monaten verglichen mit gesunden
Kontrollen und Kindern ohne Riickfall (Garcia et al., 2021). S.parasanguinis konnte
dariiber hinaus im subgingivalen Plaque von Kindern von Eltern mit Parodontitis in der
Krankengeschichte verglichen mit den Kindern von gesunden Kontrollen gefunden
werden, unabhingig von der Parodontitis-Klinik und zusammen mit hoherer Abundanz

bekannter parodontaler Pathogene (Monteiro et al., 2021).

In einer longitudinalen Arbeit sollte dariiber hinaus der parallele Nachweis von
S.parasanguinis mit Filifactor alocis und Aggregatibacter actinomycetemcomitans in
subgingivalem Plaque bei aggressiver, lokalisierter Parodontitis pradiktiv fiir
zukiinftigen Knochenabbau sein (Fine et al., 2013). Diese paradoxe Assoziation mit
oralen Pathologien kann zumindest teilweise durch den Einfluss zentraler Pathogene
erklart werden: So wurde fiir Aggregatibacter actinomycetemcomitans, der oft
zusammen mit S.parasanguinis in Biofilmen gefunden wird, beschrieben, dass es in-
vitro die Wasserstoffperoxid-Produktion von S.parasanguinis herunterreguliert (Duan et
al., 2016), die einen wichtigen, inhibitorischen Mechanismus darstellt (Herrero et al.,

2016).

Streptococcus anginosus: S.anginosus konnte dreimal mit einer signifikant hoheren
Abundanz in der Patientengruppe identifiziert werden (siche Tabelle 19). Der Nachweis
erfolgte dabei ausschlieBlich salivar (siehe Tabelle 20). Dieses Taxon wird hiufig mit

Parodontitis in Verbindung gebracht (Diaz et al., 2016) und lieB sich im subgingivalen
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Plaque bei Parodontitis (Brito et al., 2013) und Karies (Svenséter et al., 2003) mit einer
Abnahme der Abundanz nach Therapie (Jentsch et al., 2021), sowie in endodontalen
Léasionen (Chavez de Paz et al., 2005, Fisher und Russell, 1993, Fouad et al., 2003,
Ordinola-Zapata et al., 2024, Siqueira, Rogas, Moraes et al., 2002, Siqueira, Rogas,
Souto et al., 2002), in Eiter bei odontogenen Infektionen (Bancescu et al., 2006) und in
wegen Karies extrahierten Zahnen nachweisen (Chen, Daliri et al., 2020). Passend zu
diesen Beobachtungen zeigten Kinder mit Karies hohere Abundanzen von S.anginosus

im supragingivalen Plaque als gesunde Kontrollen (Bansal et al., 2020).

Im Kontext von Alzheimer konnte man iibereinstimmend mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit hohere Abundanzen in der Gingivalfliissigkeit von Alzheimer-
Patienten verglichen mit gesunden Kontrollen nachweisen (Guo, Li et al., 2023) und
zeigen, dass die Abundanz von S.anginosus im subgingivalen Plaque negativ mit der
kognitiven Leistung korreliert (Qiu et al., 2024). Yay et al. konnten dariiber hinaus eine
hohere Abundanz im subgingivalen Plaque von Patienten mit Parkinson und
Parodontitis verglichen mit gesunden Kontrollen und Patienten nur mit Parodontitis

beobachten (Yay et al., 2023).

Lachnoanaerobaculum saburreum: L.saburreum konnte dreimal mit einer signifikant
héheren Abundanz in der Kontrollgruppe identifiziert werden (siehe Tabelle 19). Auch
fiir den Genus Lachnoanaerobaculum konnte eine signifikant hohere Abundanz in
Kontrollen gezeigt werden (siehe 8.5 Weitere Tabellen). Weder der Genus, noch seine
Spezies finden hiaufige Erwdhnung in der Literatur. Trotzdem kann man einige

Beobachtungen rund um das Thema oraler Gesundheit anstellen:

So ist der Genus Lachnoanaerobaculum im pathologischen Kontext assoziiert mit
demineralisierten Zahnschmelz-Bereichen bei kieferorthopédischer Behandlung mit
Zahnspangen (Song et al., 2023), sowie mit Rauchen und Knochenabbau an
Zahnimplantaten (Duan et al., 2017). Umgekehrt konnte man wiederholt eine geringere
Abundanz dieses Genus bei hoherem Konsum zuckerhaltiger und damit Zahn-

schidlicher Getrdanke nachweisen (Chen, Hu et al., 2022, Fan et al., 2024).

Fiir L.saburreum konnte man einen Anstieg der Abundanz im zeitlichen Verlauf in
Saliva und supragingivalem Plaque nach Einbau von Prothesen zusammen mit
Abnahme klinischer Parameter fiir orale Gesundheit beobachten (Babikow et al., 2024).

In-vitro konnte man eine Co-Aggregation dieser Spezies mit dem Red-Complex-
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Vertreter Treponema denticola zeigen, stimuliert durch Vesikel von Porphyromonas
gingivalis (Grenier, 2013). Und schlieBlich konnte man eine héhere Abundanz von
L.saburreum im subgingivalen Plaque von Patienten mit Parkinson und Parodontitis

verglichen mit gesunden Kontrollen und Patienten nur mit Parodontitis nachweisen

(Yay et al., 2023).

Zusétzlich konnte L.umeaense als weitere Spezies dieses Genus ebenfalls mit hoherer
Abundanz in Kontrollen identifiziert werden. Zu diesem Bakterium existiert zwar noch
weniger Literatur, jedoch weist es groBe phylogenetische Ahnlichkeit zu L.saburreum

auf (Hedberg et al., 2012).

Genus Veillonella: Der Genus Veillonella zdhlt zu den Taxa mit der hochsten
Abundanz im oralen Mikrobiom (Giacomini et al., 2023, Mashima et al., 2021) und
konnte auch in der vorliegenden Arbeit mit einem Anteil von bis zu 13,89%

nachgewiesen werden (siehe 3.4.1.1 Durchschnittliche relative Abundanzen).

Die Bedeutung dieses Genus im Kontext oraler Gesundheit ist dabei komplex.
Veillonella-Spezies verstoffwechseln organische Sduren wie Laktat, welches bei der
Entstehung von Karies eine Rolle spielt. Daher lassen sich hidufig hohere Abundanzen
in Kariesldsionen nachweisen, was in diesem Fall aber auch Ausdruck einer
antikariogenen Wirkung sein konnte (Giacomini et al., 2023, Mashima et al., 2021).
Aullerdem kann man teils sehr unterschiedliche Einfliisse von Veillonella-Spezies auf

die Biofilm-Bildung beobachten (Mashima et al., 2014).

Fiir den Genus als Ganzes konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
Auf Spezies-Ebene konnten jedoch drei Taxa identifiziert werden, die einen statistisch
signifikanten Unterschied zeigten, davon zwei als konsistente Spezies. Dabei ldsst sich
fiir die Spezies dieses Genus jedoch ebenfalls kein einheitlicher Trend der Verteilung

beobachten.

Im Kontext von Alzheimer konnten hohere Abundanzen in sub- und supragingivalem
Plaque, beziehungsweise Wangenabstrichen von Alzheimer-Patienten verglichen mit
gesunden Kontrollen dokumentiert werden (Chen, Xu et al., 2022, Troci et al., 2024,
Wu et al., 2021).

Veillonella dispar: V.dispar konnte dreimal mit einer signifikant hoheren Abundanz in

der Kontrollgruppe identifiziert werden (siehe Tabelle 19). Der Nachweis erfolgte dabet
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ausschlieBlich salivar (siehe Tabelle 20). Diese Spezies ldsst sich sowohl mit oraler
Gesundheit, als auch verschiedenen Pathologien in Verbindung bringen: So fand man
hohere Abundanzen bei gesunden Kontrollen verglichen mit Patienten mit Peri-
Implantitis (Al-Ahmad et al., 2018), im subgingivalen Plaque von gesunden Kontrollen
verglichen mit dlteren Patienten mit Parodontitis (Papapanou et al., 2020), sowie in
gingivalem Gewebe von nicht-entziindeten Stellen verglichen mit entziindeten Stellen
bei Patienten mit chronischer Parodontitis (Bao et al., 2020). Aulerdem konnte V.dispar
beim Vergleich symptomatischer und asymptomatischer endodontaler Lasionen
ausschlieBlicher in asymptomatischen Léisionen nachgewiesen werden (Sakamoto et al.,

2006).

Umgekehrt wurden aber auch hdhere Abundanzen in supragingivalem Plaque von
Kindern mit Karies verglichen mit gesunden Kontrollen (de Jesus et al., 2020, Qudeimat
etal., 2021, Yang, He et al., 2021), bei Kindern mit schlechter oraler Hygiene
(Mashima et al., 2017) und in Karies-Lésionen verglichen mit gesunden Zahnen

gefunden (Bhaumik et al., 2024).

Veillonella parvula: V.parvula wurde zweimal mit einer signifikant hoheren Abundanz
in Patienten identifiziert. Damit zdhlt es zwar nicht zu den konsistent identifizierten
Taxa. Jedoch ist diese Spezies im Kontext oraler Gesundheit recht gut beschrieben
(Carrouel et al., 2016, Gambin et al., 2024, Socransky et al., 1998) und phylogenetisch
sehr eng verwandt mit V.dentocariosi (Giacomini et al., 2023, Mashima et al., 2021),
das libereinstimmend mit V.parvula mit hoherer Abundanz in Patienten identifiziert

wurde.

V.parvula ist mit oraler Gesundheit assoziiert (Diaz et al., 2016) und ein Vertreter des
Purple-Complex, ebenfalls vereinbar mit oraler Gesundheit (Carrouel et al., 2016,
Socransky et al., 1998). Jedoch wurde V.parvula &hnlich wie A.actinomycetemcomitans
auch als einer der hiufigsten Vertreter der Gesundheits-assoziierten Komplexe
beschrieben, der auch in endodontalen Lasionen und parodontal bei Parodontitis
identifiziert wird (Gambin et al., 2024). Dementsprechend widerspriichlich sind die

Ergebnisse zu dieser Spezies:

Auf der einen Seite konnte V.parvula hiufiger in subgingivalem Plaque von gesunden
Kontrollen verglichen mit Parodontitis-Patienten nachgewiesen werden (Stingu et al.,

2012) und konnte mit hdherer Abundanz in gesunden Kontrollen verglichen mit
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Parodontitis- (Papapanou et al., 2000, Papapanou et al., 2020) und Karies-Patienten
gefunden werden (Belstrom et al., 2014). Beim Vergleich symptomatischer und
asymptomatischer endodontaler Lisionen erfolgte ausschlieBlich ein Nachweis in
asymptomatischen Lisionen (Sakamoto et al., 2006), wahrend V.parvula beim
Vergleich gingivaler Epithelzellen (isoliert aus subgingivalem Plaque von Parodontitis-
Patienten) aus gesunden und erkrankten Bereichen, ebenfalls hiufiger in gesunden

Arealen gefunden wurde (Colombo et al., 2006).

Auf der anderen Seite wurde V.parvula in endodontalen Lésionen (Pourhajibagher et al.,
2017, Sassone et al., 2007, Vianna et al., 2005), Kariesldsionen (Sulyanto et al., 2024),
subgingivalem Plaque bei Patienten mit Parodontitis (Heller et al., 2012) und Kindern
mit allgemein schlechterer oraler Hygiene (Mashima et al., 2017) nachgewiesen. Beim
Vergleich mit gesunden Kontrollen lieen sich hohere Abundanzen bei Kindern mit
Karies finden (Tanner et al., 2011), wéhrend in einer longitudinalen Arbeit V.parvula im
Saliva als Risikomarker fiir die Entwicklung von Karies bei Kindern beschrieben wurde
(Grier et al., 2021). Und beim Vergleich nekrotischer Pulpa von symptomatischen,
verglichen mit asymptomatischen Zédhnen konnte ebenfalls eine hohere Abundanz in

symptomatischen Zéhnen nachgewiesen werden (Sassone et al., 2008).

In einer transkriptomischen Arbeit war V.parvula im subgingivalen Plaque von
Patienten mit Parodontitis beteiligt an der Transkription von Virulenzfaktoren (Yost et
al., 2015), wihrend diese Spezies in Co-Kultur das Wachstum von Treponema denticola
(ter Steeg und Hoeven, 1990), sowie Wachstum und Biofilmbildung von S.mutans
fordert (Abram et al., 2022, Liu, Chen et al., 2020). Aulerdem wurde V.parvula als ein
atiologischer Erreger von Gingivitis in experimentell induzierter Gingivits in vier
gesunden Probanden, die keine oralen HygienemaBBnahmen durchfiihren durften,
beschrieben (Moore et al., 1982). Ubereinstimmend mit dieser Einschitzung wurde ein
Anstieg der Abundanz von V.parvula im Zungenbelag (Faveri et al., 2006) und im
supragingivalen Plaque von Patienten mit Parodontitis und gesunden Kontrollen bei

Abstinenz von oraler Hygiene beobachtet (Uzel et al., 2011).

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte auch in Saliva
und Gingivalfliissigkeit von Alzheimer-Patienten eine hohere Abundanz als in
Kontrollen beobachtet werden (Guo, Li et al., 2023) und es konnte eine negative
Korrelation der Abundanz mit der kognitiven Leistung gezeigt werden (Qiu et al.,

2024).
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Dialister pneumosintes: D.pneumosintes konnte dreimal mit einer signifikant hoheren
Abundanz in der Patientengruppe identifiziert werden (sieche Tabelle 19). Der Nachweis
erfolgte dabei ausschlieBlich salivar (siehe Tabelle 20). Auch fiir den Genus Dialister
konnte eine signifikant hohere Abundanz in Patienten gefunden werden (siehe 8.5
Weitere Tabellen). Zur Bedeutung des Genus als Ganzes im oralen Mikrobiom existiert
dabei nur wenig Literatur, jedoch zeigten mehrere Spezies dieses Genus eine einheitlich
signifikant hohere Abundanz in der Patientengruppe, wobei neben D.pneumosintes noch
D.invisus unter die konsistent identifizierten Taxa fallt, wiahrend die ebenfalls
identifizierten D.propionifaciens und D.microaerophilus phylogenetisch relativ nah

verwandt mit D.pneumosintes sind (Jumas-Bilak et al., 2005).

D.pneumosintes wurde als neues parodontales Pathogen beschrieben (Hiranmayi et al.,
2017). Dieses Taxon wurde in Kariesldsionen (Siqueira und Rogas, 2002), endodontalen
Liasionen (Henriques et al., 2016, Jacinto et al., 2007, Murad et al., 2014, Pereira et al.,
2017, Rogas und Siqueira, 2006, Rogas et al., 2006), endodontalen Abszessen (Ferreira
et al., 2011) und dem subgingivalen Plaque von Parodontitis-Patienten nachgewiesen
(Colombo et al., 2009, Doan et al., 2000, Ferraro et al., 2007). Dabei war das
Vorkommen von D.pneumosintes hiufig assoziiert mit dem Nachweis bekannter
Pathogene (Aratjo et al., 2023, Ghayoumi et al., 2002, Siqueira und Rdgas, 2003c,
Siqueira und Rocas, 2004a) und dem klinischen Schweregrad von Parodontitis (Aratjo

et al., 2023, Contreras et al., 2000, Ferraro et al., 2007).

Beim Vergleich mit gesunden Kontrollen hatten Parodontitis-Patienten hohere
Abundanzen von D.pneumosintes (Gongalves et al., 2016, Nonnenmacher et al., 2005,
Shaikh et al., 2024). Eine Meta-Analyse entsprechender Arbeiten bestitigte dabei die
Assoziation dieser Spezies zu Parodontitis (Antezack et al., 2023). Und auch beim
Vergleich symptomatischer und asymptomatischer endodontaler Lésionen konnte
D.pneumosintes ausschlieBlich in symptomatischen Lasionen nachgewiesen werden

(Sakamoto et al., 2006).

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte auch in
Alzheimer-Patienten verglichen mit gesunden Kontrollen eine héhere Abundanz von
D.pneumosintes (Na et al., 2024) und eine negative Korrelation der Abundanz mit der

kognitiven Leistung identifiziert werden (Qiu et al., 2024).
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Dialister invisus: D.invisus konnte dreimal mit einer signifikant h6heren Abundanz in
der Patientengruppe identifiziert werden (sieche Tabelle 19). Wie D.pneumosintes wird
D.invisus hiufig mit Parodontitis in Verbindung gebracht und war in einer Meta-
Analyse mit diesem Krankheitsbild assoziiert (Antezack et al., 2023, Diaz et al., 2016).
Diese Spezies wurde in endodontalen Lésionen (Jacinto et al., 2007, Ribeiro et al.,
2011, Rogas und Siqueira, 2005, Siqueira und Rogas, 2005, Schirrmeister et al., 2009,
Zargar et al., 2020) bei apikaler Parodontitis (Lee, Lee, Hsiao et al., 2017, Rocas und
Siqueira, 2006, Rogas et al., 2006, Rogas et al., 2011) und in Parodontaltaschen bei
Parodontitis (Colombo et al., 2009, Djais et al., 2006) nachgewiesen und in einem
systematischen Review sogar als einer der am héufigsten identifizierten Erreger in
endodontalen Lésionen bezeichnet (Pinto et al., 2023). Speziell in endodontalen
Abszessen (Ferreira et al., 2011, Nobrega et al., 2016a, Nobrega et al., 2016b, Siqueira
und Roégas, 2009, Tennert et al., 2014) und persistierenden, endodontalen Infektionen

wurde D.invisus dabei wiederholt identifiziert (Rdgas et al., 2008, Zhang et al., 2012).

Die Abundanz im subgingivalen Plaque war aulerdem mit Peri-Implantitis assoziiert
(Yu et al., 2024), wihrend die salivare Abundanz und die Abundanz im Plaque bei
irreversibler Pulpitis mit klinischen Parodontitis-Parametern und Schmerzsymptomatik
assoziiert war (Rdgas et al., 2015, Wang et al., 2024). Dariiber hinaus lieen sich hohere
Abundanzen von D.invisus in symptomatischer Pericoronitis (Mansfield et al., 2012)
und Karieslasionen (Usuga-Vacca et al., 2024) beim Vergleich mit entsprechenden,

weniger symptomatischen Lésionen beobachten.

Kingella oralis: K.oralis konnte dreimal mit einer signifikant hoheren Abundanz in der
Kontrollgruppe identifiziert werden (siehe Tabelle 19). Der Nachweis erfolgte dabei
ausschlieBlich supragingival (siehe Tabelle 21). Dabei handelt es sich um eine von nur
zwei Spezies, die bei mehrfacher Identifikation mit ANCOM-BC2 im Rahmen der
Sensitivitits-Analyse mit aufsteigenden Pseudo-Counts konsistent weiterhin statistisch
signifikant blieben. Auch fiir den Genus Kingella konnte eine signifikant hhere
Abundanz in Kontrollen gefunden werden (siehe 8.5 Weitere Tabellen). Jedoch wurden

keine weiteren Spezies dieses Genus identifiziert.

Fiir die Bedeutung des Genus als Ganzes im Kontext oraler Gesundheit existiert nur
wenig Literatur, lediglich K.kingae gilt als wichtiger Erreger von Endokarditis (Zacarias

Mendoza et al., 2023). Jedoch konnte bereits zuvor eine hohere Abundanz dieses Genus

143



in gesunden Kontrollen verglichen mit Alzheimer-Patienten gefunden werden

(Issilbayeva et al., 2024).

K.oralis wird allgemein mit oraler Gesundheit in Verbindung gebracht (Diaz et al.,
2016) und lieB sich entsprechend in hoherer Abundanz in gesunden Kontrollen
verglichen mit Patienten mit Karies nachweisen (Preza et al., 2008). Auch beim
Vergleich des subgingivalen Plaque aus gesunden und erkrankten Arealen bei Kindern
mit Parodontitis fanden sich hohere Abundanzen in gesunden Bereichen (Shaddox et al.,
2012). Dariiber hinaus war K.oralis assoziiert mit einem besseren Therapieansprechen
bei Anwendung von Chlorhexidin bei Gingivitis (Al-Kamel et al., 2019) und

antibiotischer Therapie von Parodontitis (Colombo et al., 2012).

Nichtsdestotrotz konnte dieses Taxon auch bei verschiedenen Formen von Parodontitis
identifiziert werden (Chen et al., 1996). AuBBerdem wurde K.oralis mit héherer
Abundanz in Patienten mit Parkinson gefunden, verglichen mit gesunden Kontrollen bei

gleicher oraler Gesundheit (Fleury et al., 2021).

Bifidobacterium dentium: B.dentium konnte dreimal mit einer signifikant hoheren
Abundanz in der Patientengruppe identifiziert werden (siehe Tabelle 19). Auch fiir den
Genus Bifidobacterium konnte eine signifikant hohere Abundanz in Patienten gefunden
werden (siche 8.5 Weitere Tabellen). Vertreter dieses Genus gelten als Sdure-
produzierend und Karies-assoziiert (Spatafora et al., 2024). B.dentium konnte
dementsprechend in Plaque von Karies-Patienten nachgewiesen werden (Crociani et al.,
1996, Mantzourani et al., 2009, Toh et al., 2015) und ist dariiber hinaus mit Parodontitis
assoziiert (Diaz et al., 2016). Beim Vergleich mit gesunden Kontrollen konnten héhere
Abundanzen von B.dentium in Plaque und Saliva von Karies-Patienten gefunden
werden (Henne et al., 2015, Zhai et al., 2009). Aulerdem konnten hohere Abundanzen
in Plaque von Patienten mit Karies und Pulpitis verglichen mit Kontrollen mit nur
Karies und intakter Pulpa (Selvakumar et al., 2021), sowie in persistierenden
endodontalen Lésionen verglichen mir priméiren Infektionen (Park et al., 2024)
nachgewiesen werden. Im Kontext von Alzheimer konnte dariiber hinaus eine héhere
Abundanz von B.dentium in Gingivalfliissigkeit von Patienten verglichen mit gesunden

Kontrollen dokumentiert werden (Guo, Li et al., 2023).

Neben B.dentium konnte B.animalis als weitere, nicht-konsistente Spezies mit hoherer

Abundanz in Patienten identifiziert werden, die in-vitro ebenfalls kariogenes Potential
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zeigt, indem sie Sdure produziert und zusammen mit S.mutans und S.sobrinus die

Biofilmbildung fordert (Valdez et al., 2016).

Genus Selenomonas: Der Genus Selenomonas wird hdufig mit Parodontitis in
Verbindung gebracht, wobei vor allem S.sputigena mittlerweile als wichtiger Erreger
gilt (Hiranmayi et al., 2017). Die salivare Abundanz dieses Genus korrelierte
entsprechend mit klinischen Parametern fiir Parodontitis (Wang et al., 2024). AuBlerdem
konnten hohere Abundanzen in Saliva und supragingivalem Plaque von Karies-
Patienten verglichen mit gesunden Kontrollen nachgewiesen werden (Chen et al., 2021,

He et al., 2018, Johansson et al., 2016, Lin, Wang et al., 2023).

In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Genus mit maximal 1,90% supragingival
nachgewiesen (siehe 3.4.2.1 Durchschnittliche relative Abundanzen), wobei fiir den
Genus als Ganzes kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen gefunden
werden konnte. Dafiir wurden fiinf Spezies mit einer einheitlich h6heren Abundanz in

Patienten identifiziert, davon eine als konsistentes Taxon.

Als nicht-konsistente Taxa konnten S.sputigena, S.noxia, S.flueggei und S.artemidis mit
einer hoheren Abundanz in Patienten identifiziert werden. S.sputigena wurde als
Pathobiont bei kindlichem Karies beschrieben, der unter anderem die Pathogenitit von
S.mutans fordert (Cho et al., 2023). Diese Spezies findet am héaufigsten als parodontaler
Erreger Erwdhnung (Hiranmayi et al., 2017) und wurde mit héherer Abundanz in
subgingivalem Plaque von Patienten mit Parodontitis verglichen mit gesunden

Kontrollen gefunden (Nagpal et al., 2016).

S.noxia wurde ebenfalls in subgingivalem Plaque bei Parodontitis nachgewiesen (Faveri
et al., 2008, Tanner et al., 1998). Genau wie S.flueggei kann es mit Fusobacterium
nucleatum co-aggregieren (Kolenbrander et al., 1989), wobei S.flueggei wiederum im

Zungenbelag von Patienten mit Mundgeruch gefunden wurde (Tyrrell et al., 2003).

S.artemidis wird kaum im Kontext oraler Gesundheit erwéhnt, konnte jedoch
ibereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit mit einer hoheren Abundanz im
Saliva von Patienten mit Alzheimer verglichen mit gesunden Kontrollen identifiziert

werden (Fu et al., 2022).

Selenomonas infelix: S.infelix konnte dreimal mit einer signifikant hoheren Abundanz

in der Patientengruppe identifiziert werden (siehe Tabelle 19). Der Nachweis erfolgte
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dabei ausschlieBlich salivar (siehe Tabelle 20). Diese Spezies wurde zusammen mit
S.sputigena und S.noxia als Gingivitis-assoziiert beschrieben (Diaz et al., 2016) und
kann genau wie andere Spezies dieses Genus mit Fusobacterium nucleatum co-

aggregieren (Kolenbrander et al., 1989).

Dariiber hinaus zeigte dieses Taxon im Plaque bei Parodontitis analog zu parallel
identifizierten, parodontalen Pathogenen eine mit diesen vergleichbare,
immunstimulatorische Wirkung auf Toll-like-Rezeptor-4 (TLR) (Marchesan et al.,
2016).

Anaeroglobus geminatus: A.geminatus konnte dreimal mit einer signifikant h6heren
Abundanz in der Patientengruppe identifiziert werden (siehe Tabelle 19). Auch fiir den
Genus Anaeroglobus konnte eine signifikant hohere Abundanz in Patienten gezeigt
werden (sieche 8.5 Weitere Tabellen), allerdings ohne weitere Spezies dieses Genus zu

identifizieren.

Der Genus konnte zuvor im subgingivalen Plaque von Parodontitis-Patienten
nachgewiesen werden (Camelo-Castillo, Mira et al., 2015) und kam mit hoherer
Abundanz in tiefen, verglichen mit weniger tiefen Parodontaltaschen (Polymeri et al.,
2021), sowie in supragingivalem Plaque von Karies-Patienten verglichen mit gesunden

Kontrollen vor (Celik et al., 2021).

A.geminatus ist mit Parodontitis assoziiert (Antezack et al., 2023, Diaz et al., 2016).
Seine Abundanz im subgingivalen Plaque von Patienten mit Parodontitis vor und nach
Therapie korrelierte mit mehreren Lipid-Mediatoren proinflammatorischer,
Parodontitis-assoziierter Signalwege, weswegen die Autoren diese Spezies mit
parodontaler Entziindung in Verbindung brachten (Lee et al., 2021). AuBlerdem lie§3 sich
A.geminatus in nekrotischer Pulpa und endodontalen Lisionen von extrahierten Zéhnen
nachweisen (Chugal et al., 2011) und fand sich mit hoherer Abundanz im Saliva von

Kindern mit Karies verglichen mit gesunden Kontrollen (Wang et al., 2019).

Dariiber hinaus fiihrte das Einbringen von A.geminatus in ein in-vitro-Modell eines
polymikrobiellen, subgingivalen Biofilmes zu einer Verschiebung des Proteoms mit
verdnderter Abundanz von 187 Proteinen der zehn Biofilm-Bakterien mit potentieller

Zunahme der Virulenz-Eigenschaften (Bao et al., 2017).
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Im Kontext von Alzheimer konnten Qiu et al. auBerdem zeigen, dass die Abundanz von
A.geminatus im subgingivalen Plaque negativ mit kognitiver Leistung bei Vergleich
von Patienten mit Alzheimer, MCI oder gesunden Kontrollen korreliert (Qiu et al.,

2024).

Mycoplasma salivarum: M.salivarum konnte dreimal mit einer signifikant héheren
Abundanz in der Patientengruppe identifiziert werden (siche Tabelle 19). Weder fiir den

Genus, noch fiir weitere Spezies konnte ein signifikanter Unterschied gefunden werden.

Dieses Taxon wurde sowohl im Plaque von gesunden Zéhnen (Uchida et al., 1981), als
auch im Plaque von Regionen mit Karies, oder Gingivits nachgewiesen (Uchida, 1981).
AuBerdem konnte man M.salivarum im subgingivalen Plaque von Patienten mit
refraktirer Parodontitis (Colombo et al., 2009), Gingivitis (Forest, 1979) und Peri-
Implantitis finden (Gro8 et al., 2022).

Dariiber hinaus wurde diese Spezies wiederholt im Mund von Patienten mit Acquired
immune deficiency syndrome (AIDS) (Zhang et al., 2015), beziechungsweise Human
Immunodeficiency Virus (HIV) (Moore et al., 1993) und Gingivitis/Parodontitis
nachgewiesen. Umgekehrt wurde aber auch ein seltenerer Nachweis in HIV-positiven
Patienten ohne Parodontitis verglichen mit HIV-negativen Patienten mit Parodontitis

beobachtet (Chattin et al., 1999).

Fusobacterium nucleatum: F.nucleatum wurde lediglich zweimal mit einer hdheren
Abundanz in Patienten identifiziert. Es zdhlt dadurch zwar nicht zu den konsistent
identifizierten Taxa, gilt jedoch als Teil des Orange-Complex (Abdulkareem et al.,
2023, Socransky et al., 1998) und wurde als eines der zentralen Pathogene bei
Parodontitis neben dem Red-Complex beschrieben (Visentin et al., 2023). Entsprechend
fand es sich signifikant hdufiger im subgingivalen Plaque von Parodontitis-Patienten
verglichen mit gesunden Kontrollen (Stingu et al., 2012) und wurde beim Vergleich
symptomatischer und asymptomatischer endodontaler Lasionen ausschlieBlich in

symptomatischen Lidsionen nachgewiesen (Sakamoto et al., 2006).

F.nucleatum spielt dariiber hinaus eine zentrale Rolle in der Plaquebildung durch seine
Féahigkeit zum Co-Aggregieren mit anderen Bakterien und induziert eine ausgeprégte
proinflammatorische und prooxidative Reaktion. Aulerdem wurde es mit systemischen
Entziindungsreaktionen, verschiedenen systemischen Erkrankungen und im

gastrointestinalen Mikrobiom vor allem mit kolorektalem Karzinom in Verbindung
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gebracht (Visentin et al., 2023). Dazu wurde vorklinisch auch beschrieben, dass
F.nucleatum nach Phagozytose in Neutrophilen iiberlebt und von diesen in andere

Gewebe transportiert wird (Ellett et al., 2023).

Dariiber hinaus waren hohere Antikorper-Titer gegen F.nucleatum im Blut assoziiert
mit hoherer Alzheimer-Mortalitit (Beydoun et al., 2020) und -Inzidenz (Sparks et al.,
2012). Beim Vergleich von Alzheimer-Patienten und gesunden Kontrollen konnten
auBerdem wiederholt hohere Abundanzen von F.nucleatum in Patienten gefunden

werden (Taati Moghadam et al., 2022, Panzarella et al., 2022).

Filifactor alocis: F.alocis wurde lediglich zweimal mit einer héheren Abundanz in
Kontrollen identifiziert, wobei der Nachweis mittels ANCOM-BC2 im Rahmen der
Sensitivitits-Analyse mit aufsteigenden Pseudo-Counts konsistent weiterhin statistisch
signifikant blieb (siehe 3.3.3 Beta-Diversitat, Figur 7 und Tabelle 6 und 3.5.1.3 Beta-
Diversitit, Figur 24). Auch der Genus Filifactor konnte mit hoherer Abundanz in
Kontrollen nachgewiesen werden (siehe 8.5 Weitere Tabellen). Es zéhlt dadurch zwar
nicht zu den konsistent identifizierten Taxa. Allerdings wurde dieses Taxon als neues
parodontales Pathogen beschrieben (Hiranmayi et al., 2017), dessen Nachweis in

subgingivalem Plaque mit der Parodontitis-Diagnose korreliert (Yuan et al., 2016).

F.alocis gilt vor allem als ein wichtiger Synergist mit parodontalen Pathogenen wie
P.gingivalis, F.nucleatum und A.actinomycetemcomitans (Aja et al., 2021, Balmasova
et al., 2020), mit denen es entsprechend oft parallel nachgewiesen wurde (Razooqi et al.,
2022). In einer longitudinalen Arbeit war der parallele Nachweis von S.parasanguinis
mit F.alocis und A.actinomycetemcomitans in subgingivalem Plaque bei aggressiver,
lokalisierter Parodontitis aulerdem pradiktiv fiir zukiinftigen Knochenabbau (Fine et al.,
2013). Diese Assoziation zu Parodontitis wird auch durch eine Meta-Analyse gestiitzt

(Antezack et al., 2023, Diaz et al., 2016).

F.alocis lieB sich mit hoherer Abundanz im subgingivalen Plaque von Patienten mit
Parodontitis verglichen mit gesunden Kontrollen nachweisen (Alvarez et al., 2023, Cui
et al., 2019, Ikeda et al., 2020, Lafaurie et al., 2022, Lafaurie et al., 2023, Lu et al.,
2021, Neelakandan et al., 2021, Oliveira et al., 2016, Papapanou et al., 2020, Pérez-
Chaparro et al., 2018, Schulz et al., 2019), wobei die Abundanz nach Therapie abnimmt
(Veras et al., 2023). Umgekehrt wurde der Nachweis bei Parodontitis wiederholt mit
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schlechterem Therapieansprechen in Verbindung gebracht (Colombo et al., 2009,
Colombo et al., 2012).

Auch im Saliva von Parodontitis-Patienten konnten hohere Abundanzen nachgewiesen
werden (Belstrom et al., 2014, Lundmark et al., 2019), die mit dem Schweregrad der
Parodontitis korrelieren (Ji et al., 2023) und mit einer Zunahme der
Transkriptionsaktivitdt einhergehen (Belstrom, Constancias et al., 2017). Beim
Vergleich von subgingivalen Arealen mit hoher und geringer Entziindungsaktivitat
fanden sich ebenfalls hohere Abundanzen in entziindeten Bereichen (Camelo-Castillo,
Novoa et al., 2015). AuBlerdem konnte F.alocis in endodontalen Lasionen (Gomes et al.,
2020, Zhang et al., 2012) und endodontalen Abszessen (Nobrega et al., 2016a, Nobrega

et al., 2016b) nachgewiesen werden.

Vieira Colombo et al. konnten zeigen, dass F.alocis mit parodontaler Entziindung und
Gewebedestruktion assoziiert ist, aber ohne eine hohere Abundanz in Patienten mit
Parodontitis verglichen mit gesunden Kontrollen nachzuweisen (Vieira Colombo et al.,
2016). In einer multivariablen Analyse nach Adjustierung fiir Mundgesundheit und
Zahnanzahl war hoheres Alter aulerdem assoziiert mit niedrigerer Abundanz von

F.alocis (Schwartz et al., 2021).

Mehrere Arbeiten kamen dariiber hinaus zu dem Schluss, dass die salivare (Belstrom,
Sembler-Magiller et al., 2017, Belstrom et al., 2018), beziechungsweise supragingivale und
buccale Abundanz (Na et al., 2020) von F.alocis die subgingivale Abundanz

widerspiegelt.

Bathini et al. konnten F.alocis au3erdem mit hoherer Abundanz im Saliva von kognitiv
Gesunden verglichen mit Patienten mit MCI und Alzheimer finden (Bathini et al.,

2020), was sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit deckt.

Treponema denticola: T.denticola konnte lediglich einmal mit einer héheren
Abundanz in Kontrollen identifiziert werden (siehe 3.3.3 Beta-Diversitit, Figur 7).
Dieses Taxon ist jedoch Teil des Red-Complex im subgingivalen Biofilm
(Abdulkareem et al., 2023, Socransky et al., 1998) und dadurch eines der zentralen
Pathogene bei Parodontitis (Visentin et al., 2023).

Obwohl fiir den Genus Treponema kein signifikanter Unterschied zwischen den

Gruppen identifiziert wurde, konnten drei weitere Spezies dieses Genus gefunden
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werden: T.socranskii (siehe 3.4.1.3 Beta-Diversitét, Figur 12 und Tabelle 7) und
T.amylovorum (siehe 3.4.1.3 Beta-Diversitit, Figur 13 und Tabelle 8 und 3.4.2.3 Beta-
Diversitit, Tabelle 12) konnten mit hoherer Abundanz in Patienten und T.vincentii mit
hoherer Abundanz in Kontrollen identifiziert werden (siehe 3.3.3 Beta-Diversitit, Figur
7 und Tabelle 6). Dabei wurde T.amylovorum als einziger Vertreter dieses Genus

zweimal identifiziert.

Beriicksichtigt man, dass alle genannten Vertreter parallel in subgingivalem Plaque bei
Parodontitis nachgewiesen wurden (Willis et al., 1999) und dass eine Meta-Analyse
T.socranskii und T.amylovorum, nicht aber T.vincentii als Parodontitis-Erreger
identifiziert hat (Antezack et al., 2023), gestaltet sich die Verteilung oraler Treponema-
Spezies deutlich differenzierter als bei der reinen Betrachtung des “Markerkeims”
T.denticola: Demnach hitte man dreimal Treponema-Spezies mit deutlichem Bezug zu
oralen Pathologien in Patienten identifiziert und zweimal in Kontrollen, wobei hier eine
Spezies einen sehr klaren und die andere einen eher schwachen Bezug zur oralen

Gesundheit zeigt.

So konnte T.vincentii zwar in endodontalen Lésionen (Baumgartner et al., 2003,
Nobrega et al., 2013, Rosa et al., 2015) und subgingivalem Plaque bei Parodontitis
gefunden werden (Asai et al., 2002). In letzterem Fall lief3 sich dieses Taxon jedoch
beispielsweise eher in weniger tiefen Parodontaltaschen nachweisen, da in den tiefen
T.denticola dominierte (Asai et al., 2002). Beim Vergleich gesunder Kontrollen und
Parodontitis-Patienten wurde T.vincentii ebenfalls hdufiger in Kontrollen als in
Patienten gefunden (You et al., 2017), wobei auch der umgekehrte Zusammenhang
beobachtet wurde. Hierbei war der Kontrast zwischen Patienten und Kontrollen fiir
T.vincentii jedoch deutlich schwécher ausgepragt als fiir T.denticola und T.socranskii
(Dabu et al., 2012). Ebenso konnten hohere Antikorper-Konzentrationen gegen dieses

Taxon in Parodontitis-Patienten gemessen wurden (Lai et al., 1986).

T.denticola wiederum wurde signifikant hdufiger in subgingivalem Plaque von
Parodontitis-Patienten verglichen mit gesunden Kontrollen gefunden (Stingu et al.,
2012), entsprechend seiner Einstufung als Teil des Red-Complex (Abdulkareem et al.,
2023, Socransky et al., 1998). Diese Spezies ist bekannt dafiir, im Rahmen von
Parodontitis eine ausgeprigte proinflammatorische Immunreaktion zu induzieren und

wirkt dariiber hinaus proteolytisch auf das gingivale Gewebe (Visentin et al., 2023).
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T.socranskii konnte ebenfalls in subgingivalem Plaque (Hutter et al., 2003, Riviere et
al., 1995, Sakamoto et al., 1999) und Saliva bei Parodontitis (Sakamoto et al., 1999,
Sakamoto et al., 2000) nachgewiesen werden. Aulerdem fand man diese Spezies in
Peri-Implantitis (Persson und Renvert, 2014) und endodontalen Infektionen (Murad et
al., 2014, Sassone et al., 2007, Siqueira und Rogas, 2003a, Siqueira und Rdgas, 2004b)
und zwar oft sogar etwas hdufiger als T.denticola (Baumgartner et al., 2003, Gomes et
al., 2012, Jung et al., 2001, Montagner et al., 2010, Rosa et al., 2015). Bei experimentell
induzierter Gingivitis korrelierte die Abundanz von T.socranskii auBerdem mit der

Zunahme der klinischen Symptomatik (Moore et al., 1984).

T.socranskii konnte hdufig zusammen mit T.denticola und P.gingivalis in
subgingivalem Plaque bei Parodontitis nachgewiesen werden (Takeuchi et al., 2001).
Beim Vergleich mit gesunden Kontrollen lieB sich dieses Taxon héufiger in
Parodontitis-Patienten nachweisen (Dabu et al., 2012), weswegen die Prisenz von
T.socranskii als signifikanter Pradiktor fiir die Diagnose beschrieben wurde (Ledder et
al., 2007). Moter et al. konnten T.socranskii sogar in Abwesenheit eines signifikanten
Unterschiedes fiir T.denticola mit hoherer Frequenz in Patienten verglichen mit
Kontrollen nachweisen (Moter et al., 2006). Allerdings existieren auch hier gegenteilige
Beobachtungen mit héheren Abundanzen von T.socranskii in Kontrollen (Alvalrez et

al., 2023).

Auch beim Vergleich nekrotischer Pulpa von symptomatischen mit asymptomatischen
Zdhnen lieen sich hohere Abundanzen in symptomatischen Zahnen finden (Sassone et
al., 2008), wihrend man nach Therapie eine Abnahme der Abundanz (Maximo et al.,
2009, Sakamoto et al., 2004) und Protein-Expression (Silbereisen et al., 2024) von

T.socranskii beobachten konnte.

T.amylovorum wurde von allen Treponema-Spezies am konsistentesten identifiziert.
Diese Spezies wurde erstmals im subgingivalen Plaque von Parodontitis-Patienten
beschrieben (Wyss et al., 1997) und in einer Meta-Analyse als Parodontitis-assoziiert
eingestuft (Antezack et al., 2023). Dariiber hinaus lief3 sich diese Spezies in
endodontalen Lésionen (Rosa et al., 2015), Infektionen (Montagner et al., 2010,
Siqueira und Rogas, 2003b) und Abszessen (Siqueira und Rocas, 2004b) nachweisen.

Insgesamt féllt es schwer, die Verteilung der Treponema-Spezies in dieser Arbeit

abschlieBend zu bewerten. Bei oberfldchlicher Betrachtung findet man den zentralen
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parodontalen Erreger T.denticola mit hoherer Abundanz in Kontrollen. Betrachtet man
die verschiedenen Spezies dieses Genus jedoch genauer, wird deutlich, dass in beiden

Gruppen pathogene Vertreter zu finden sind.

Hinzu kommt, dass sich der Genus Treponema allgemein, aber auch einzelne Spezies
aus beiden Probandengruppen mit Alzheimer in Verbindung bringen lassen: So fanden
Panzarella et al. eine hohere subgingivale Abundanz von T.denticola bei Patienten mit
MCI verglichen mit Patienten mit Alzheimer (Panzarella et al., 2022). Aullerdem
konnten post-mortem verschiedene Treponema-Spezies mit hoherer Frequenz im ZNS
von Alzheimer-Patienten verglichen mit Kontrollen identifiziert werden (Riviere et al.,
2002). Spirochaeten wurden seit den frithen 1990er Jahren wiederholt mit Alzheimer in
Verbindung gebracht. Diese Bakterien stehen mit neurodegenerativen Erkrankungen
wie Neuro-Lues und Neuro-Borreliose in Verbindung und Spirochaeten-DNA konnte in
senilen Plaques identifiziert werden. AuBBerdem konnte man eine ausgeprigte
Ahnlichkeit zwischen Amyloid-p und von Spirochaeten produzierten Proteinen zur
Biofilmbildung feststellen (Miklossy 1993, Miklossy 2011, Milossy 2015, Miklossy
2016). Unter den im ZNS identifizierten Treponema-Spezies war dabei unter anderem
T.socranskii (Riviere et al., 2002), das auch in dieser Arbeit mit hoherer Abundanz in

Patienten gefunden werden konnte.

Tannerella forsythia: T.forsythia konnte lediglich einmal mit einer hdheren Abundanz
in Kontrollen identifiziert werden (siehe 3.4.2.3 Beta-Diversitit, Figur 19). Dieses

Taxon ist jedoch Teil des Red-Complex im subgingivalen Biofilm (Abdulkareem et al.,
2023, Socransky et al., 1998) und dadurch eines der zentralen Pathogene in Parodontitis
(Visentin et al., 2023). Auch fiir den Genus konnte eine signifikant hohere Abundanz in

Kontrollen identifiziert werden (siehe 8.5 Weitere Tabellen).

T.forsythia nutzt Proteine zur Energiegewinnung und ist entsprechend besonders
proteolytisch aktiv, was eine Rolle in der Destruktion gingivaler Epithelzellen spielt
(Visentin et al., 2023). Im Kontext von Alzheimer wurden héhere Konzentrationen von
Antikorpern gegen T.forsynthia im Blut von Patienten verglichen mit gesunden
Kontrollen gefunden (Kamer et al., 2009). AuBlerdem konnten Troci et al. zeigen, dass
die Abundanz von T.forsythia in Wangenabstrichen von Patienten mit Alzheimer, MCI
und gesunden Kontrollen positiv mit dem Schweregrad der Erkrankung korreliert (Troci

et al., 2024).
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Genus Rothia: Der Genus Rothia kommt mit relativ hoher Abundanz im Mund vor
(Sureda et al., 2020) und wurde auch in der vorliegenden Arbeit mit einer Abundanz
von bis zu 11,04% im Saliva nachgewiesen (sieche 3.3.1 Durchschnittliche relative
Abundanzen). Fiir den Genus als Ganzes konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen gefunden werden. Jedoch wurden die beiden Spezies
R.dentocariosa und R.mucilaginosa identifiziert, wobei die Identifikation mit einer

gewissen Widerspriichlichkeit einhergeht:

So wurde R.dentocariosa zwar dreimal identifiziert, jedoch einmal in einer salivaren
Probe mit hoherer Abundanz in Patienten im Kontrast zu zwei supragingivalen
Identifikationen in Kontrollen. R.mucilaginosa wurde nur einmal identifiziert und zwar
ebenfalls mit einer hoheren Abundanz in Kontrollen. Dieser Nachweis war dafiir bei
mehrfacher Identifikation mit ANCOM-BC2 im Rahmen der Sensitivitits-Analyse mit
aufsteigenden Pseudo-Counts konsistent weiterhin statistisch signifikant. Hinzu kommt,
dass die durchschnittlichen Abundanzen des Genus Rothia zwischen den
Sequenzierungen ungewdhnlich stark schwanken mit 9,55% und 11,04% fiir Patienten
und Kontrollen in der metagenomischen Sequenzierung, jeweils 4,37% und 5,06%,
beziehungsweise 3,63% und 5,58% in der Short-Read-16S-Sequenzierung von salivaren
und supragingivalen Proben und weniger als 1% in den Full-Length-16S-

Sequenzieurngen.

Die Charakterisierung und Identifikation des Genus Rothia bis auf Spezies-Ebene
unterliegt dabei einigen Schwierigkeiten und ist weitestgehend auf molekulare
Methoden angewiesen (Fatahi-Bafghi, 2021). Unter Beriicksichtigung der Tatsachen,
dass 1. der Genus Rothia potentiell eine wichtige Rolle im oralen Mikrobiom spielt
(West et al., 2024), 2. die Mehrzahl der Identifikationen von Spezies dieses Genus in
dieselbe Richtung hin zu einer hoheren Abundanz in Kontrollen zeigen, 3. die
Diskrepanz in den Sequenzierungs-Ergebnissen Fragen im Hinblick auf die exakte
Identifikation aufwirft und 4. die robusteste Identifikation in der metagenomischen
Seugnezierung, mit potentiell genauester Spezies-Differenzierung, stattfand, soll der
Genus Rothia mit den beiden Spezies R.dentocariosa und R.mucilaginosa an dieser

Stelle trotzdem nédher beleuchtet werden.

Spezies dieses Genus werden eher als orale Kommensale betrachtet, die die Abundanz
von Pathogenen niedrig halten, jedoch auch periphere Infektionen auslosen (West et al.,

2024). Dementsprechend fand man héhere Abundanzen in supragingivalem Plaque von
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gesunden Kontrollen verglichen mit Patienten mit Karies (Baker et al., 2021, Havsed et
al., 2021). Fiir den Genus Rothia wurde auBBerdem eine geringere Abundanz in
Wangenabstrichen von Patienten mit Alzheimer verglichen mit gesunden Kontrollen

nachgewiesen (Troci et al., 2024).

R.dentocariosa wird oft mit oraler Gesundheit und einem erhohten Aufkommen in
gesundem Parodontalgewebe in Verbindung gebracht (Del Pilar Angarita-Diaz et al.,
2024, Diaz et al., 2016). Diese Spezies konnte hdufiger und mit héherer Abundanz in
subgingivalem Plaque, beziehungsweise Zungenbelag von gesunden Kontrollen
verglichen mit Parodontitis- (Colombo et al., 2009, Papapanou et al., 2020),
beziehungsweise Halitosis-Patienten gefunden werden (Seerangaiyan et al., 2017).
Auch beim Vergleich gesunder und erkrankter subgingivaler Areale bei Frauen mit
Parodontitis fanden sich hohere Abundanzen in gesunden Arealen (Velsko et al., 2020).
R.dentocariosa war aullerdem assoziiert mit dem Therapieansprechen bei antibiotischer
Therapie von Parodontitis (Colombo et al., 2012) und zeigte eine negative Assoziation
mit klinischen Parodontitis-Parametern und der gezielten, experimentellen Entwicklung

von Gingivitis durch Abstinenz von oraler Hygiene (Kistler et al., 2013).

Umgekehrt konnte R.dentocariosa jedoch auch in subgingivalem Plaque von Patienten
mit Parodontitis (Aguilar-Luis et al., 2021) und im Plaque von Kariesldsionen (Bizhang
et al., 2011, Munson et al., 2004 Thomas et al., 2012) nachgewiesen werden. Aullerdem
konnte eine hohere Abundanz in Saliva von Kindern mit Karies verglichen mit
gesunden Kontrollen (Jiang et al., 2016) und in Patienten mit ausgepragter, verglichen

mit Patienten mit geringer Karies-Klinik (AlEraky et al., 2021) beobachtet werden.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnten Fu et al. eine hdhere
Abundanz von R.dentocariosa im Saliva von gesunden Kontrollen verglichen mit

Patienten mit Alzheimer nachweisen (Fu et al., 2022).

R.mucilaginosa wurde in einer longitudinalen Arbeit im Saliva als Risikomarker fiir die
Entwicklung von Karies bei Kindern identifiziert (Grier et al., 2021) und in hoherer
Abundanz in Kindern mit Karies verglichen mit gesunden Kontrollen gefunden (Vieira
et al., 2019). Dieses Taxon wurde jedoch ebenfalls in hherer Abundanz im
Zungenbelag von gesunden Kontrollen verglichen mit Patienten mit Halitosis (Bernardi
et al., 2020, Kazor et al., 2003), sowie in Patienten mit geringer, verglichen mit

Patienten mit ausgeprégter Karies-Klinik (AlEraky et al., 2021) gefunden. Auflerdem
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wiesen Veganer verglichen mit Omnivoren eine hdhere salivare Abundanz von
R.mucilaginosa auf (Hansen et al., 2018). In-vitro kam es zu einer Zunahme der
Abundanz dieses Taxons nach Fluorid-Gabe (Lopez-Lopez und Mira, 2020) und man
konnte zeigen, dass es ein Metall-chelatierendes Enterobactin produziert und in Co-

Kultur das Wachstum von S.mutans hemmt (Uranga et al., 2020).

4.3 Globale Betrachtung konsistent identifizierter Taxa

Bei umfassender Betrachtung der zuvor diskutierten Spezies ldsst sich ein gewisser
Trend innerhalb der Verteilung ausmachen: So kann man fiir die konsistent
identifizierten Taxa festhalten, dass unter den in Patienten identifizierten Taxa diverse
Prevotella- und Lactobacillus-Spezies zu finden sind, die einen klaren Bezug zu oralen
Pathologien aufweisen. Hinzu kommen Spezies wie Olsenella uli, Lancefieldella rimae,
Anaeroglobus geminatus, Dialister pneumosintes und invisus und Bifidobacterium
dentium, die weniger prominent, aber doch relativ klar mit einer schlechteren, oralen

Gesundheit in Verbindung stehen.

Umgekehrt lassen sich einige der in Kontrollen identifizierten Spezies wie Kingella
oralis uns Streptococcus parasanguinis mit oraler Gesundheit in Verbindung bringen,
wiéhrend Haemophilus sputorum und Granulicatella adiacens zumindest als orale

Kommensale im Gesunden eingestuft werden konnen.

Dehnt man die Betrachtung weiter auf die Genera und weitere Spezies aus, erhirtet sich
der Eindruck eines eher pathologischen Mikrobioms in Patienten: So bestérkt die
genauere Betrachtung der zahlreichen Prevotella-, Lactobacillus- und Streptococcus-
Spezies den zuvor ausgemachten Trend, zusitzlich untermauert durch unter Anderem
Selemonas-Spezies in Patienten und Rothia-Spezies in Kontrollen. Auch das erhchte

Aufkommen von Fusobacterium nucleatum in Patienten passt in dieses Bild.

In einem gewissen Widerspruch zu diesem Trend steht dann jedoch die Identifikation
zentraler Pathogene wie Treponema denticola, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Filifactor alocis und Tannerella forsynthia in Kontrollen. Bei
genauerer Betrachtung darf dieser Trend jedoch kritisch betrachtet werden: Uber die
Tatsache hinaus, dass diese Taxa alle weniger robust identifiziert wurden, als die zuvor
genannten, wurden T.denticola und T.forsythia jedes sogar nur ein einziges mal
identifiziert, was die Bedeutung dieses Nachweises in Frage stellt. Im Fall von

T.denticola ldsst sich durch Mitberiicksichtigung anderer Vertreter dieses Genus
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aullerdem eine deutlich gleichméBigere Verteilung pathogener Spezies erkennen.
A.actinomycetmcomitans wiederum ist ein Vertreter des Green-Complex (Carrouel et
al., 2016, Socransky et al., 1998), der aber auch hidufig im Rahmen von Parodontitis
nachgewiesen wird (Gambin et al., 2024), weswegen sein Nachweis sowohl mit oraler
Gesundheit, als auch Krankheit vereinbar ist. Ahnlich uneindeutig gestaltet sich die
Situation auch fiir Veillonella dispar und Veillonella parvula, deren Nachweis keine

eindeutigen Riickschliisse erlaubt.

Der Nachweis von Filifactor alocis stimmt interessanterweise mit den Beobachtungen
von Bathini et al. zur Abundanz in Alzheimer-Patienten iiberein (Bathini et al., 2020).
Auch die von Schwartz et al. beobachtete Abnahme der Abundanz im Alter (Schwartz
et al., 2021) wiirde in diesen Kontext passen, auch wenn das Alter der Probanden in der
vorliegenden Arbeit vergleichbar war (siehe 3.1 Probandencharakteristiken).
Nichtsdestotrotz ldsst sich die in dieser Arbeit beobachtete, hohere Abundanz in

Kontrollprobanden nur schwer in das Bild einer oralen Dysbiose einfligen.

In gewissem Sinne iiberraschend ist aulerdem die Beobachtung, dass PG kein einziges
Mal als differentiell abundant identifiziert werden konnte. Zwar konnte das Taxon in
allen Probenarten und mit allen Sequenzierungsmethoden identifiziert werden,
allerdings nur in geringen Abundanzen. Betrachtet man jedoch die sehr uneinheitlichen
Ergebnisse fritherer Arbeiten im Hinblick auf den Nachweis von PG in Alzheimer-
Patienten, erscheint diese Beobachtung durchaus plausibel (siehe 1.3.3 Orale Dysbiose

in Alzheimer-Patienten).

Ein geringes Aufkommen innerhalb der oralen Gemeinschaft bei zugleich potentiell
hoher Pathogenitédt wére dabei immer noch im Einklang mit der Keystone-, oder
Pathobionten-Hypothese (Hajishengallis et al., 2012, Meghil und Cutler, 2020).
Insofern dieses Phdnomen jedoch in einem extrem niedrig abundanten Rahmen
stattfindet, miisste zukiinftig kritisch hinterfragt werden, inwieweit grof3 angelegte
Sequenzierungsarbeiten gegeniiber zielgerichteteren Ansitzen die Methode der Wahl
zum Nachwies dieses Prozesses sind. In diesem Fall konnte ein kombinierter Ansatz
helfen, Verdanderungen niedrig-abundanter Schliisselerreger zusammen mit den,
potentiell durch diese induzierten, Verschiebungen der 6kologischen Gemeinschaft zu

dokumentieren.
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4.4 Exkurs: Nitrat-reduzierende Bakterien

Ein weiterer Aspekt, anhand dessen man ein pathologisches Mikrobiom im Mund
definieren konnte, ist das Potential zur Nitrat-Reduktion. Bakterien der Mundhohle
konnen anorganisches Nitrat aus der Nahrung zu Nitrit reduzieren, das weiter zur
endogenen Synthese von Stickstoffmonoxid (NO), einem zentralen Vasodilatator
verstoffwechselt wird. Auf diese Weise konnte das orale Mikrobiom Einfluss auf die
Entstehung von endothelialer Dysfunktion, Bluthochdruck und letztlich
kardiovaskuldrer Endpunkte nehmen (Chai et al., 2024, Feng et al., 2023).

Berticksichtigt man die Tatsachen, dass kardiovaskuldre Vorerkrankungen und
Risikofaktoren ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Alzheimer spielen
(Gaugler et al., 2016, Zhang et al., 2021) und dass das Potential zur Nitrat-Reduktion
wiederum auch auf orale Pathologien Einfluss nehmen konnte (Feng et al., 2023), lohnt

es sich, diesen Aspekt des oralen Mikrobioms ebenfalls zu beleuchten.

Feng et al. beschreiben in einem aktuellen Review, dass fiir eine groBere Anzahl von
oralen Bakterien das Vorhandensein der genetischen Grundlage zur Nitratreduktion
gezeigt werden konnte, dass aber zugleich nur fiir eine kleinere Anzahl dieser Bakterien
tatsdchlich auch unter physiologischen Bedingungen nachgewiesen wurde, dass sie
Nitrat reduzieren (Feng et al., 2023). Eine Bewertung der Verteilung der Spezies

zwischen Patienten und Kontrollen sollte also mehrstufig erfolgen:

Unter den konsistent identifizierten Taxa finden sich tatsdchlich nur drei Spezies, die
Nitrat reduzieren: Streptococcus parasanguinis, Veillonella dispar und Granulicatella
adiacens (Chai et al., 2024, Feng et al., 2023). Diese drei Taxa kommen alle mit hoherer
Abundanz in Kontrollen vor, wobei nur V.dispar zu den bestétigt Nitrat-reduzierenden

Spezies gehort (Feng et al., 2023).

Dehnt man die Betrachtung weiter aus auf Taxa, die weniger konsistent identifiziert
wurden, gestaltet sich das Bild differenzierter: So finden sich in Kontrollen die
folgenden Spezies mit Potential zur Nitratreduktion: Veillonella dispar, Streptococcus
parasanguinis, Granulicatella adiacens, Rothia dentocariosa, Rothia mucilaginosa,
Streptococcus salivarius, Actinomyces naeslundii, Actinomyces viscosus, Neisseria
flavescens, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Haemophilus parainfluenzae,

Schaalia odontolytica und Streptococcus australis (Chai et al., 2024, Feng et al., 2023).
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Umgekehrt finden sich in Patienten Veillonella parvula, Actinomyces graevenitzii,
Neisseria macacae, Neisseria sicca, Capnocytophaga gingivalis, Eikenella corrodens,
Fusobacterium nucleatum, Streptococcus mutans, Selenomonas noxia, Selenomonas
flueggei und Selenomonas artemidis mit Potential zur Nitratreduktion (Chai et al., 2024,

Feng et al., 2023).

Auf die Genus-Ebene gehoben lassen sich aulerdem Kingella, Aggregatibacter und
Haemophilus als Nitrat-reduzierende Genera in Kontrollen und Eikenella und

Selenomonas in Patienten identifizieren (Chai et al., 2024, Feng et al., 2023).

Als bestitigt Nitrat-reduzierend gelten dabei jedoch nur neben der bereits erwdhnten
Spezies Veillonella dispar, Rothia dentocariosa, Rothia mucilaginosa, Actinomyces
viscosus und Schaalia odontolytica (Feng et al., 2023). Diese Taxa finden sich alle mit
hoherer Abundanz in Kontrollen wieder, sodass sich insgesamt ein Trend hin zum

gesteigerten Potential zu Nitrat-Reduktion in der Kontrollgruppe ableiten lésst.

4.5 Fazit zu konsistent identifizierten Taxa
Es lassen sich abschlieBend einige Beobachtungen zur Verteilung von Taxa mit
statistischer Signifikanz zwischen Patienten mit Alzheimer und gesunden

Kontrollprobanden festhalten:

1. Fokussiert man sich ausschlieBlich auf Taxa, die mit einer gewissen Konsistenz
wiederholt identifiziert wurden, lassen sich in Patienten diverse orale Pathogene
identifizieren, wihrend sich in Kontrollen hauptséchlich Taxa finden lassen, die
nur sporadisch mit Erkrankungen des Mundraums in Verbindung stehen, oder
sogar explizit als Gesundheits-assoziiert beschrieben wurden. Allerdings werden
auf dieser Betrachtungsebene auch keine der zentralen Parodontitis-Erreger
identifiziert, wobei man Prevotella nigrescens als Vertreter des Orange-Complex
(Abdulkareem et al., 2023, Socransky et al., 1998) hierbei gegebenenfalls als
solchen betrachten konnte.

2. Dehnt man die Betrachtung weiter auf die Genera der konsistent identifizierten
Spezies, sowie weitere Spezies aus diesen Genera aus, werden die zuvor
genannten Beobachtungen unterstiitzt. Vor allem die Spezies-Verteilung der
Genera Prevotella, Streptococcus und Lactobacillus erweckt den Eindruck eines

hoheren Aufkommens von Pathogenen in Patienten.
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3. Der Fokus auf parodontale Leitkeime ist nur bedingt aufschlussreich. So lassen
sich mit Treponema denticola und Tannerella forsythia zwar zwei Vertreter des
Red-Complex (Abdulkareem et al., 2023, Socransky et al., 1998) in Kontrollen
identifizieren. Die Identifikation von beiden erscheint jedoch wenig robust, da
sie zum einen nur einmal erfolgte, die Identifikation sich nicht auf die Genus-
Ebene fortsetzt und im Falle von T.denticola die Verteilung oraler, potentiell
pathogener Treponema-Spezies weit weniger eindeutig erscheint.
Porphyromonas gingivalis als dritter Vertreter des Red-Complex wurde
wiederum iiberhaupt nicht identifiziert. Weitere parodontale Pathogene wie
Fusobacterium nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans und
Filifactor alocis lassen ebenfalls keinen eindeutigen Schluss zu, da sie nicht
einheitlich in Patienten oder Kontrollen vorkommen und speziell
A.actinomycetemcomitans potentiell auch im Gesunden vorkommen kann
(Abdulkareem et al., 2023, Socransky et al., 1998).

4. Die Betrachtung der identifizierten Taxa im Hinblick auf ihr Potential zur Nitrat-
Reduktion ist wiederum durchaus aufschlussreich, da sich ein recht klarer Trend
des erhohten Autkommens sicher Nitrat-reduzierender Taxa in Kontrollen

erkennen lésst (Feng et al., 2023).

4.6 Gegeniiberstellung der Methoden

Insgesamt kamen in dieser Arbeit drei verschiedene Sequenzierungsmethoden zum
Einsatz: Eine Short-Read-Sequenzierung der variablen Regionen V3 und V4 des 16S-
rRNA-Gens auf einer [llumina-NextSeq2000-Plattform, eine Full-Length-
Sequenzierung des gesamten 16S-rRNA-Gens auf einer Oxford-Nanopore-Plattform
und eine metagenomische Sequenzierung des gesamten genetischen Materials in der

Probe, ebenfalls auf einer Oxford-Nanopore-Plattform.

Diese Sequenzierungsarten und Technologien unterscheiden sich dabei bereits von
vorne herein in einigen Aspekten, die Unterschiede in den Ergebnissen erkldren: So
werden mittels [1lumina-Technologie aufgrund des Sequencing-by-Synthesis-
Verfahrens groBe Mengen an Reads generiert, was jedoch mit dem Risiko von
Amplifikationsfehlern einhergeht. Im Rahmen der metagenomischen Sequenzierung

entfallt ein GrofBteil des sequenzierten genetischen Materials wiederum auf
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eukaryotische und in kleinen Teilen virale DNA, wodurch die absolute Ausbeute an

bakteriellen Reads vergleichsweise klein ausfdllt (Hu et al., 2021).

Vergleicht man nun die Ergebnisse dieser Sequenzierungsmethoden, lassen sich
deutliche Unterschiede ausmachen: So konnten mit den drei Methoden unterschiedlich
viele Spezies identifiziert werden mit bis zu 2122 Spezies in der metagenomischen und
lediglich 511 in der Full-Length-16S-Sequenzierung. Diese Diskrepanz lésst sich
dadurch erkldren, dass im Rahmen einer metagenomischen Sequenzierung deutlich
mehr niedrig-abundante Spezies identifiziert werden, wahrend 16S-Sequenzierungen
eher hoher abundante Taxa reflektieren (Bars-Cortina et al., 2024, Durazzi et al., 2021,

Rubiola et al., 2022).

Filtert man die Ergebnisse nach der relativen Abundanz, gleicht sich die Anzahl
identifizierter Spezies an, was bestétigt, dass mit der metagenomischen Sequenzierung
vor allem eine hohe Anzahl extrem niedrig abundanter Taxa nachgewiesen wurde.
Allerdings bleibt auch bei Filterung der Taxa nach ihrer relativen Abundanz eine
deutliche Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der drei Sequenzierungsmethoden
bestehen: So kann zwar eine konsistente Schnittmenge der identifizierten Spezies
dokumentiert werden. Diese macht jedoch nur einen Anteil von circa 50% der
Gesamtzahl identifizierter Taxa aus, wobei das Verhiltnis zwischen Schnittmenge und
Anzahl der mit allen drei, beziechungsweise jeder einzelnen Methode identifizierten

Taxa erstaunlich konstant bleibt (siehe 3.6 Methoden- und Probenvergleich).

Yeo et al. konnten bei einem dhnlichen Vergleich einer Full-Length-Sequenzierung mit
Oxford Nanopore Technologie und einer Sequenzierung der variablen Regionen V3 und
V4 mit [llumina-Technologie oraler Tumorproben eine Schnittmenge von 32,9% der
insgesamt identifizierten und vorgefilterten Spezies festhalten (Yeo et al., 2024). Diese
Schnittmenge ist vergleichbar mit der Schnittmenge identifizierter Spezies zwischen
Full-Length-16S- und Short-Read-16S-Sequenzierung der supragingivalen Proben von
etwa 39% und etwas geringer als die entsprechende Schnittmenge der salivaren Proben

von 52%.

Auch bei Vergleich der Full-Length-16S- und Short-Read-16S-Sequenzierung mittels
Bray-Curtis-Dissimilaritit und PCoA ldsst sich ein deutlicher Unterschied zwischen den
beiden Ergebnissitzen erkennen. Diese distinkte Trennung ist auf Spezies-Ebene am

deutlichsten, bleibt jedoch auch auf hoheren phylogenetischen Ebenen erhalten (siehe
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3.6 Methoden- und Probenvergleich, Figur 36, 37, 38, 39). Yeo et al. Kamen ebenfalls
zu dem Schluss, dass die Unterschiede zwischen den beiden Sequenzierungssitzen auf

hoheren phylogenetischen Ebenen weniger stark ausgeprigt waren (Yeo et al., 2024).

Ein solcher Annéherungstrend kann zumindest fiir die beiden 16S-Sequenzierungen
auch in der Anzahl identifizierter Taxa hoherer phylogenetischer Ebenen beobachtet
werden: So finden sich in den salivaren Proben ab der Familien-Ebene mindestens 90%
der mittels Full-Length-16S-Sequenzierung identifizierten Taxa in der Schnittmenge
wieder, in den supragingivalen Proben sogar bereits ab der Genus-Ebene.
Nichtsdestotrotz bleiben immer noch Taxa, die nur mittels Short-Read-16S-
Sequenzierung identifiziert wurden. Betrachtet man auflerdem die Schnittmengen
zwischen metagenomischer und Short-Read-16S-Sequenzierung, mit denen die meisten
Taxa identifiziert wurden, ergibt sich selbst auf Phylum-Ebene lediglich eine

Schnittmenge von 55% der insgesamt identifizierten Phyla.

Die eindeutige Identifikation von Bakterien auf Spezies-Ebene mittels 16S-
Sequenzierung wird dabei mittlerweile in Frage gestellt und stattdessen zur
Verwendung metagenomischer Daten geraten (Kim et al., 2024). Daher ist es nicht
iiberraschend, dass zum einen Unterschiede zwischen den Ergebnissen dieser Methoden
gefunden werden kdnnen und dass diese zum anderen auf der Spezies-Ebene am

ausgepragtesten sind.

Um dieser Problematik der Beurteilung von Ergebnissen auf Spezies-Ebene
entgegenzuwirken, wurde fiir diese Arbeit die Korrelation der mittleren, relativen
Abundanzen auf Genus-Ebene ermittelt, um den Vergleich der Methoden auf Basis
potentiell robusterer Daten fortzusetzen. Dabei zeigte sich zunéchst einmal eine
grundlegende, positive Korrelation der Ergebnisse der drei, beziehungsweise bei den
supragingivalen Proben zwei Sequenzierungsmethoden. Diese Beobachtung ist insofern

zunéchst einmal nicht iberraschend, da dasselbe Probenmaterial untersucht wurde.

Da die durchschnittlichen Abundanzen keine Normalverteilung zeigen, ist die
statistische Methode der Wahl in diesem Fall der Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearman. Weil mit dieser Methode jedoch lediglich die Rangfolge der Werte, aber
nicht die Auspragung des Merkmals (in diesem Fall also die relative Abundanz des
bettreffenden Genus) beriicksichtigt wird, lohnt es sich, beide statistische Gréf3en zu

betrachten:
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Fiir die Saliva-Proben zeigen demnach nach Spearman die Ergebnisse der beiden 16S-
Sequenzierungen die stirkste Korrelation (p = 0,70, p < 0,001), relativ dicht gefolgt von
der metagenomischen mit der Short-Read-16S-Sequenzierung (p = 0,67, p < 0,001).
Den geringsten Grad an Korrelation weisen hingegen die metagenomische und Full-

Length-16S-Sequenzierung auf (p = 0,53, p < 0,001).

Betrachtet man hingegen den Korrelationskoeffizient nach Pearson und damit auch die
relativen Abundanzen an sich, gestaltet sich die Situation etwas anders: Hier weisen die
metagenomische und Short-Read-16S-Sequenzierung eine sehr hohe Korrelation auf (»
= 0,95, p < 0,001), gefolgt von der Full-Length-16S- und Short-Read-16S-
Sequenzierung mit einem dhnliche Korrelationsgrad wie nach Spearman (» = 0,78, p <

0,001) und zuletzt der metagenomischen zur Full-Length-Sequenzierung (» = 0,72, p <

0,001).

Fiir die supragingivalen Proben, mit denen erneut Full-Length-16S- und Short-Read-
16S-Sequenzierung verglichen werden, ergeben sich ebenfalls deutlich unterschiedliche
Korrelationen nach Pearson (r = 0,90, p < 0,001) und nach Spearman (p = 0,56, p <
0,001).

Anhand der Korrelationen lésst sich also erneut festhalten, dass es zwar eindeutige
Zusammenhinge zwischen den Datensétzen gibt, jedoch auch Unterschiede, die
gemessen an der Tatsache, dass dasselbe Probenmaterial untersucht wurde,
vergleichsweise hoch ausfallen. Betrachtet man die relativen Abundanzen auf Genus-
Ebene im Detail, fallt dabei auf, dass im Rahmen der Full-Length-16S-Sequenzierung
einige Genera in beiden Probenarten deutlich gegeniiber den beiden anderen Methoden
abweichen: So weist die Full-Length-16S-Sequenzierung einen durchweg deutlich
hoheren Anteil an Haemophilus und Campylobacter auf, wéahrend die relativen
Abundanzen von Rothia und Schaalia verschwindend gering ausfallen. Auch der Anteil
von Prevotella fillt geringer aus, wihrend Veillonella und Streptococcus hohere relative
Abundanzen aufweisen. Die relative Natur dieser Daten macht es schwierig, diese
Unterschiede zu beurteilen, da beispielsweise die geringere Gesamtzahl identifizierter
Taxa in der Full-Length-16S-Sequenzierung den relativen Anteil einzelner Taxa hoher
erscheinen lassen kann. Gerade deswegen sind jedoch vor allem der extrem geringe
Anteil von Rothia und Schaalia potentiell umso relevantere Beobachtungen. Ware
dieser Vergleich lediglich mit zwei Varianten der 16S-Sequenzierung durchgefiihrt

worden, wire es schwierig zu beurteilen, ob es sich bei diesen Unterschieden um Uber-
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oder Unterreprésentationen handelt. Durch die zusétzliche metagenomische
Sequenzierung der salivaren Proben, die relative Abundanzen erbracht hat, die denen
der Short-Read-16S-Sequenzierung deutlich stirker dhneln, erscheint es jedoch
wahrscheinlicher, dass die Full-Length-16S-Sequenzierung hier abweicht (siche 3.6
Methoden- und Probenvergleich, Figur 40, 41).

Neben dem methodischen Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Sequenzierungs-
Plattformen wurden in dieser Arbeit zusitzlich Arten von oralem Probenmaterial
verglichen. Initial wurden eine salivare Probe entnommen und Abstriche supragingival
und buccal durchgefiihrt. Nach Bestimmung des DNA-Gehaltes der Wangenabstriche
wurde anschlieend entschieden, diese nicht weiter zu verwenden, sodass lediglich ein

Vergleich zwischen salivaren und supragingivalen Proben erfolgen konnte.

Die Wahl dieses Probenmaterialien basierte dabei zundchst auf praktischen, klinischen
Erwigungen: So ist die Probenentnahme aus dem subgingivalen Raum potentiell
komplexer fiir eine nicht zahnmedizinisch geschulte Person, verglichen mit der
Entnahme eines Abstrichs, oder dem Sammeln von Saliva. Vor allem die salivare
Probenentnahme kann selbst mit minimalen Instruktionen ohne weitere Hilfe vom

Patienten selber durchgefiihrt werden.

Hinzu kommen auBlerdem Abwégungen im Hinblick auf die Bedeutung der spezifischen
anatomischen Nischen der Mundhoéhle: So werden sub- und supragingivale Proben in
der Regel als Probenmaterial zur Charakterisierung des Mikrobioms bei Parodontitis
und Karies genutzt, da sie sich in unmittelbarer, raumlicher Ndhe zum betreffenden
Krankheitsprozess befinden (Belstrom, 2020). Speziell im Falle des subgingivalen
Mikrobioms scheint diese strengere Differenzierung auch sinnvoll zu sein, da diese
anatomische Nische durch den Schutz vor Scherkriften und den geringen

Sauerstoftkontakt sehr distinkte Umweltbedingungen bietet (Curtis et al., 2020).

Saliva kann umgekehrt mit keiner oralen Pathologie im speziellen in Verbindung
gebracht werden, soll jedoch die Verédnderungen in sub- und supragingivalem Plaque
reflektieren (Belstrom, 2020). Inwieweit diese Beobachtungen mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit bestdtigt werden konnen, ist fraglich: So unterscheiden sich die
beiden Probenmaterialien deutlich beim Vergleich mittels Bray-Curtis-Dissimilaritét

und PCoA (siehe 3.6 Methoden- und Probenvergleich, Figur 34, 35), es existieren
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jedoch zugleich auch Schnittmengen zwischen den als differentiell abundant

identifizierten Taxa.

Hinzu kommt, dass der Begriff der oralen Dysbiose schwer zu definieren ist (Lloyd-
Price et al., 2016): Zwar wurden orale Pathologien wie Parodontitis und Karies mit
dysbiotischen Verdnderungen an den verschiedenen Lokalisationen im Mund in
Verbindung gebracht (Costalonga et al., 2014, DG PARO, DGZMK, AWMF 2020).
Das bedeutet jedoch nicht zwangsweise, dass eine Dysbiose des Mundraums, die
vielleicht mit systemischen Erkrankungen in Verbindung steht, sich nicht auch abseits

dieser klar lokalisierbaren, pathologischen Verdnderungen zeigt.

Diese Unsicherheit duBert sich auch in der Vielzahl unterschiedlicher
Probenmaterialien, die alleine im Kontext von Studien zum oralen Mikrobiom bei
Patienten mit Demenz, beziehungsweise Alzheimer-Krankheit zum Einsatz kamen
(siehe 1.3.3 Orale Dysbiose in Alzheimer-Patienten). Selbst zwischen Arbeiten, die
dasselbe Probenmaterial verwendet haben, ergeben sich technische Unterschiede, die
die Vergleichbarkeit erschweren: So wurden in den Arbeiten von Chen et al. und Na et
al. in beiden Féllen subgingivale Proben untersucht. Jedoch wurden bei Chen et al.
mehrere Proben von verschiedenen, explizit klinisch auffalligen Stellen gepoolt (Chen
et al., 2024), wihrend bei Na et al. mit Hilfe einer Kiirette eine einzelne, subgingivale
Probe aus der tiefsten, identifizierten Parodontaltasche entnommen wurde (Na et al.,

2024).

Die genannten Unabwégbarkeiten lassen den kombinierten Einsatz von supragingivalem
Abstrich und Saliva als sinnvolle Methode zur Charakterisierung des oralen
Mikrobioms in seiner Gesamtheit erscheinen, da 1. die technische Einfachheit die
Probengewinnung erleichtert und die Vergleichbarkeit zwischen Arbeiten steigert, 2.
Verdnderungen im Saliva das Potential haben, pathologische Verdnderungen im
Mundraum widerzuspiegeln, die sich nicht zwangsweise in einer anatomischen Nische
lokalisieren lassen und 3. mit einem supragingivalen Abstrich eine Probe eines
lokalisierten Biofilms als Kontrast zur rdumlich ungebundenen salivaren Probe

hinzugenommen wird.
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4.7 Stirken der vorliegenden Arbeit

Die vorliegende Arbeit weist einige Stirken auf, die die Qualitdt der Ergebnisse
unterstreichen. Beginnend mit den klinischen Aspekten ist es ein Vorteil, dass die
Kontrollprobanden die Lebenspartner der Patienten waren und daher im selben Haushalt
leben. Ehepartner haben oft einen &hnlichen Grad an kardiometabolischen
Risikofaktoren, unter anderem bedingt durch ein dhnliches Gesundheitsverhalten und
dhnliche Umweltbedingungen (Di Castelnuovo et al., 2009, Lin, Pan et al., 2023,
Nakaya et al., 2021, Retnakaran et al., 2021). Verdnderungen des Mikrobioms kdnnen
daher weniger leicht durch unterschiedliche Umweltbedingungen, oder ein anderes
Gesundheitsverhalten erklart werden und diirfen eher mit dem Krankheitszustand in

Verbindung gebracht werden.

Dariiber hinaus ist es von Vorteil, dass die Patienten nicht nur klinisch, sondern auch
biochemisch mittels Liquor-Diagnostik diagnostiziert wurden. Da Demenz zunéchst
einmal ein rein klinisches Syndrom ohne klare &tiologische Zuordnung ist, wére eine
rein kognitive Testung unzureichend, um Riickschliisse auf einen Zusammenhang mit
der Alzheimer-Krankheit ziehen zu konnen, da das Risiko bestiinde, Patienten mit
Demenzen unterschiedlicher Atiologie gebiindelt zu betrachten (DGPPN, DGN,
AWMF, 2023).

Ebenfalls von Vorteil ist die Tatsache, dass Patienten im Friihstadium der Erkrankung
untersucht wurden. Zum einen wire die Wahrscheinlichkeit bei Patienten im
fortgeschrittenen Stadium hoher, dass diese im Zustand der Pflegebediirftigkeit nicht
mehr im selben Haushalt wie ihre Lebenspartner wohnen (Gaugler et al., 2016),
wodurch die Vergleichbarkeit der Umweltbedingungen nicht mehr gegeben wére. Zum
anderen entwickeln Alzheimer-Patienten im Krankheitsverlauf zunehmend
Schwierigkeiten beim Bewiltigen von Alltagstétigkeiten (Gaugler et al., 2016),
wodurch unter anderem auch Mundhygiene und Mundstatus schlechter werden (Delwel
et al., 2018). Im Friihstadium der Erkrankung darf hingegen aufgrund des &hnlichen
Gesundheitsverhaltens (D1 Castelnuovo et al., 2009, Lin, Pan et al., 2023, Nakaya et al.,
2021, Retnakaran et al., 2021) eher von einer vergleichbaren Mundhygiene
ausgegangen werden, wodurch ein groB3er, potentieller Einflussfaktor auf das orale

Mikrobiom angeglichen wird.
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Wie bereits unter 4.6 Gegeniiberstellung der Methoden diskutiert kann man durch die
Kombination verschiedener oraler Probenmaterialien dem Problem entgegenwirken,
dass es keine Klarheit dariiber gibt, wo genau im Mund eine orale Dysbiose lokalisiert
ist. Speziell Saliva bietet darliber hinaus den Vorteil, dass er als Probenmaterial eine
bessere Reproduzierbarkeit als zum Beispiel subgingivale Proben bietet (Chen et al.,
2024, Na et al., 2024) und zugleich potentiell repriasentativ fiir pathologische

Veridnderungen im sub- und supragingivalen Biofilm ist (Belstrom et al., 2020).

Die Kombination verschiedener Sequenzierungsmethoden hilft ebenfalls dabei, einige
Unsicherheiten zu minimieren. So ergénzen sich metagenomische und 16S-
Sequenzierungen in vielerlei Hinsicht komplementér: Wahrend die 16S-Sequenzierung
durch den Amplifikationsschritt mit wenig genetischem Material auskommt und eine
grofle Ausbeute bakterieller Reads generiert, liegt in diesem Prozess zugleich das Risiko
von Verzerrungen, da die exponentielle Natur der Amplifikation zu einer
Uberreprisentation hoch-abundanter Taxa fithrt. Demgegeniiber kann die absolute
Ausbeute an bakterieller DNA durch einen hohen Anteil eukaryotischer und viraler
DNA in einer metagenomischen Sequenzierung sehr gering sein, wobei dafiir das
urspriingliche Verhéltnis der Taxa erhalten bleibt und speziell niedrig-abundante Taxa
besser identifiziert werden (Bars-Cortina et al., 2024, Durazzi et al., 2021, Hu et al.,
2021, Rubiola et al., 2022).

Die Kombination von drei Methoden bietet dabei noch einen weiteren Vorteil, der bei
einem einfachen Vergleich nicht gegeben ist: So konnen Abweichungen in einer
Methode besser als Uber-, oder Unterrepriisentation eingestuft werden, falls die anderen

beiden Methoden in diesem Aspekt zu dhnlichen Ergebnissen kommen.

Zuletzt ist auch der kombinierte Einsatz von zwei statistischen Methoden der
differentiellen Abundanz-Analyse eine weitere Stirke. Die Identifikation differentiell
abundanter Taxa geht mit einem hohen Risiko einher, Falsch-positive Ergebnisse zu
erzielen, was durch Methoden zur Korrektur multiplen Testens ausgeglichen werden
kann. Durch eine zu strenge Korrektur geht man dabei jedoch das Risiko ein, potentiell

relevante Ergebnisse zu verwerfen (Lin und Peddada, 2020b, Nearing et al., 2022).

Mit LEfSe und ANCOM-BC2 wurden zwei sehr unterschiedliche Methoden kombiniert,
die sich in ihren Vor- und Nachteilen potentiell ergénzen (siehe 2.6 Datenanalyse und

Statistik). Dadurch und indem der Fokus auf mehrfach identifizierte Taxa gelegt wird,
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werden die Ergebnisse strenger gefiltert, was sich in der zuvor diskutierten,
biologischen Plausibilitdt der konsistent identifizierten Taxa niederschlégt (siehe 4.2

Konsistent identifizierte Taxa).

4.8 Limitationen der vorliegenden Arbeit

Mit den zuvor genannten Stirken gehen einige Schwéchen, beziehungsweise
Limitationen der vorliegenden Arbeit einher. So ist es auch mdglich die Wahl der
Lebenspartner als Kontrollprobanden als Problem zu betrachten: Einige Arbeiten kamen
zu dem Schluss, dass die Partner von Demenz-Patienten selber ein erh6htes Risiko fiir
kognitiven Abbau haben (Dassel et al., 2017). Dieser Zusammenhang ist zwar nicht
unumstritten (Elayoubi et al., 2023, Pertl et al., 2015), jedoch kénnte man
argumentieren, dass eine potentielle Risikopopulation nicht ideal als Kontrollen

geeignet ist.

Aullerdem gibt es die Theorie, dass das Mikrobiom iibertragbar sei, was auch mit einer
Transmission von Krankheitszustdnden einhergehen soll. Im Kontext von Alzheimer
wurde dabei gezeigt, dass das orale und gastrointestinale Mikrobiom von Partnern von
Alzheimer-Patienten Ahnlichkeiten zum Mikrobiom der Patienten und Unterschiede zu
gesunden Kontrollen zeigt (Zhang et al., 2023). Allerdings ist die Richtung dieses
Prozesses unklar, da im Tierexperiment auch gezeigt wurde, dass der Transfer des
Mikrobioms von gesunden in erkrankte Tiere pathologische Verdnderungen positiv
beeinflusst (Kim et al., 2020). Insofern konnte man argumentieren, dass diese zu
erwartende Anndherung der Mikrobiome von Patienten und Kontrollen eventuell

identifizierte Unterschiede umso relevanter erscheinen ldsst.

Eine groBere Probandenzahl hitte die statistische Power der Arbeit erh6ht und geholfen,
eventuell nur schwach ausgeprigte Unterschiede zu identifizieren. AuBBerdem konnte
man argumentieren, dass eventuelle Unterschiede im Mikrobiom als Bestandteil der
Alzheimer-Pathologie in einem weiter fortgeschrittenen Stadium vielleicht stiarker

ausgepragt waren.

Auch die Einschlusskriterien hitten strenger sein konnen: So war es aufgrund des
fortgeschrittenen Alters der Probanden nicht mdglich, Komorbidititen und
Vormedikation grundsétzlich auszuschlieBen. Ebenso hétte man potentielle Confounder
wie die Erndhrung der Probanden als wichtige Einflussfaktoren auf das orale

Mikrobiom miterheben kdnnen (Santonocito et al., 2022), auch wenn dieser Aspekt
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idealerweise durch ein vergleichbares Gesundheitsverhalten der Lebenspartner keine
groBBere Rolle spielt (Di Castelnuovo et al., 2009, Lin, Pan et al., 2023, Nakaya et al.,
2021, Retnakaran et al., 2021).

Die Wahl von Saliva als Probenmaterial bringt das Problem mit sich, dass er zum einen
keinen Riickschluss auf die genaue Lokalisation einer mikrobiellen Verdnderung
innerhalb des Mundraums zulésst (Belstrom, 2020) und es zum anderen vielen
Probanden schwergefallen ist, eine ausreichende Menge zu sammeln. Speziell im
Kontext von Alzheimer kann dies zum Problem werden, da gerade &ltere Patienten zu

einer ausgeprigten Mundtrockenheit neigen (Xu et al., 2019).

Eine weitere Limitation liegt in der Beurteilung des Mundstatus. Dieser wurde zwar
orientierend erhoben, jedoch gibt es weit prizisere Moglichkeiten der Diagnostik (DG
PARO, DGZMK, AWMF 2020). Au3erdem lag der Fokus der Diagnostik auf einer
Beurteilung von Zahnanzahl und Gesundheit des Zahnfleischs, ohne ndhere Beurteilung

des Kariesstatus.

Eine zentrale Kritik konnte man dariiber hinaus im Hinblick auf die statistische
Herangehensweise dulern: So werden verschiedene Probenarten (salivar und
supragingival) mit verschiedenen Sequenziermethoden (16S und metagenomisch) und
statistischen Tests (PCoA, LEfSe, ANCOM-BC2) genutzt, um eine einzige 0-
Hypothese ablehnen zu kénnen, ndmlich dass sich das orale Mikrobiom von Alzheimer-
Patienten und gesunden Kontrollen unterscheidet. Aus dieser Situation ergibt sich im
Grunde ein erneutes Problem der multiplen Testung mit dem Risiko falsch-positiver
Ergebnisse. Auch wenn ANCOM-BC2 eine Korrektur fiir multiples Testen nutzt,
konnte man daher Argumente dafiir finden, das Signifikanzniveau global noch weiter zu
senken und die Robustheit der Ergebnisse dadurch zu steigern. Allerdings gibt es auch
Autoren, die sagen, dass Daten, die eine deutliche Korrelation zeigen, in diesem Fall
durch zu strenge Korrektur zu konservativ bewertet werden kdnnten (Xie, 2012).
Bedenkt man den explorativen Charakter dieser Arbeit spricht das wiederum dafiir,

keine allzu strengen, statistischen Kriterien zu wihlen.

Auch die Herangehensweise mehrfach identifizierte Taxa als potentiell relevant zu
betrachten basiert eher auf Plausibilitdt und wurde zum Beispiel nicht zuvor mit Hilfe
einer bekannten mikrobiellen Gemeinschaft erprobt. Die identifizierten Taxa hétten

aullerdem auf andere Arten als primdr anhand der Identifikationsfrequenz hierarchisiert
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werden konnen. So lieBen sich auch Argumente dafiir finden, die Taxa mit hoherer
Pravalenz und/oder relativer Abundanz, beziehungsweise groBer Log-fold-change

stiarker zu gewichten.

AuBerdem sollte erwdhnt werden, dass die Sequenziertiefe der metagenomischen
Sequenzierung weniger tief als gehofft ausfiel und teilweise stark zwischen den Proben
variierte — ein Problem, dem man vor allem durch entsprechende technische Expertise

im Umgang mit dem Probenmaterial hitte entgegenwirken konnen.

Als letzte Limitation bleibt noch das Querschnittdesign der Arbeit an sich zu nennen: So
sind etwaige Unterschiede des Mikrobioms von Patienten rein assoziative
Beobachtungen und koénnen ohne die Erhebung longitudinaler Daten nicht in einen
kausalen Zusammenhang mit der Erkrankung gebracht werden. AuBerdem ist es nicht
moglich zu beurteilen, ob die beobachteten Unterschiede eine dauerhafte Verdanderung
darstellen, oder lediglich eine temporiare Abweichung, verursacht durch einen nicht

ndher definierten Einflussfaktor.
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5 Schlussfolgerung

Mit dieser Arbeit sollte der Frage nachgegangen werden, ob sich das orale Mikrobiom
von Alzheimer-Patienten vom Mikrobiom gesunder Kontrollprobanden unterscheidet.
Unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Stirken und Limitationen dieser Arbeit
konnte diese Frage erfolgreich beantwortet und die entsprechend identifizierten
Unterschiede ebenfalls erfolgreich in einen plausiblen, biologischen Gesamtkontext
gesetzt werden. Dariiber hinaus konnten einige wertvolle Beobachtungen im Hinblick
auf die unterschiedlichen Ergebnisse verschiedener Sequenziermethoden gewonnen
werden. Zukiinftige Arbeiten konnen basierend auf diesen Erkenntnissen versuchen,
diese Ergebnisse weiter auszubauen und mit Hilfe einer groBeren Probandenzahl, eines
longitudinalen Designs und strengerer Einschlusskriterien einen mdglichen
Kausalzusammenhang zwischen dem oralen Mikrobiom und der Entstehung von

Alzheimer aufzudecken.

6 Finanzierung

Dieses Forschungsprojekt wurde nach erfolgreicher Einreichung eines
Forderungsantrags mit finanziellen Mitteln in Hohe von 30000,00€ durch die Deutsche
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8.1 Einwilligungsbogen

h h U LVR-Klinikum Diisseldorf
@ Kliniken der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Qualitat fur Menschen

LVR-Klinikverbund

Studienstelle: LVR-Klinikum Dusseldorf - Kliniken der Heinrich-Heine-
Universitat, Bergische Landstr. 2, 40629 Dusseldorf

Studienarzt: ....ccvieeii i rrrrrrr Tel.:

Informationsblatt zur Studie:

~Der Einfluss des oralen Mikrobioms auf die Pathophysiologie der
Alzheimer-Krankheit"

Sehr geehrte Damen und Herren,

mit der vorliegenden Studie soll ein moéglicher Zusammenhang von Keimen im
Mundraum und der Entstehung der Alzheimer-Krankheit untersucht werden. Als
sorales Mikrobiom" bezeichnet man die Gesamtheit des mikrobiellen Lebens im
menschlichen Mundraum. Es handelt sich um viele verschiedene Keimarten und
setzt sich nach heutigem Kenntnisstand aus ca. 770 verschiedenen Bakterien-,
Pilzen- und Viren zusammen. Mehrere Untersuchungen konnten einen
Zusammenhang zwischen einer Entziindung des Zahnfleisches und vor allem dem
daraus resultierenden Zahnverlust und kognitiver Einschrankungen (wie zum
Beispiel der Alzheimer-Krankheit) zeigen. Wir mochten daher das komplexe
Zusammenspiel zwischen den verschiedenen Mikroorganismen und der
Krankheitsentstehung der Alzheimer Krankheit ndher untersuchen. Hierflir méchten
wir das orale Mikrobiom gesunder Probandinnen/en gegenlber Patientinnen/en mit
leichten kognitiven Stérungen oder Alzheimer Krankheit vergleichen.

Untersuchung

Wir wirden daher mit Hilfe eines Wattebausches an zwei verschiedenen Stellen
(Wangenschleimhaut, Zahnfleisch) zur mikrobiologischen Diagnostik einen Abstrich
vornehmen und Speichel entnehmen. Bei getffnetem Mund wird an der
Wangeninnhaut und dem Zahnfleisch entlanggestrichen. Risiken entstehen Ihnen
dabei nicht. Zudem wirden wir eine koérperliche Untersuchung (Untersuchung auf
korperliche Erkrankungen, Ernahrungszustand, Erhebung des Zahnstatus etc.)
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durchfiihren. Hierbei wird zum Beispiel auf das Vorliegen einer Entziindung des
Zahnfleisches oder einer einliegenden Prothese untersucht.

Die gewonnenen Abstriche werden dann mit mikrobiologischen Verfahren
untersucht. Diese mikrobiologischen Untersuchungen erfolgen durch Priv.-Doz. Dr.
med. Dr. phil. Patrick Finzer und Dr. phil. Alexander Dilthey am Institut fir
Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene UniversitatsstraBe 1, Gebdude
22.21 Heinrich-Heine-Universitat, 40225 Diusseldorf. Zunachst soll die
Zusammensetzung der Bakterien im Mundraum bestimmt werden. Darlber hinaus
sollen auch Daten zur mdglichen Funktion des Mikrobioms gewonnen werden. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen dann in Relation zu Patientinnen/en mit
leichten kognitiven Stérungen oder einer Alzheimer Krankheit gesetzt werden.

Diese Untersuchungen dienen ausschlieBlich der Grundlagenforschung. Ein
unmittelbarer Nutzen aus solchen Untersuchungen ist flir Sie selbst oder fiir die
behandelnden Arzte nicht zu erwarten. Die erhaltenen Daten werden jedoch
madglicherweise in Zukunft zu verbesserten Diagnose- und Behandlungsmethoden
fihren.

Teilnahme an der Untersuchung

Die Untersuchungen werden nur dann durchgefiihrt, wenn Sie dazu freiwillig und
schriftlich Ihre Einwilligung erkléren. Sofern Sie die Untersuchungen nicht erlauben
oder Ihre Einwilligung spater widerrufen mochten, erwachsen Ihnen daraus
selbstverstandlich keine Nachteile. Falls Sie sich zur Teilnahme an der Studie
entscheiden, kénnen Sie ebenso jederzeit, auch ohne Angabe von Griinden,
Ihre Teilnahme beenden, ohne dass Ihnen dadurch irgendwelche Nachteile
entstehen. Bitte kontaktieren Sie in diesem Fall Ihren Studienarzt (Name,
Adresse und Telefonnummer siehe Kopfteil auf Seite 1 dieser Information)
oder die Studienleiterin (Dr. med. J. Christl, LVR-Klinikum Diisseldorf,
Bergische Landstr. 2, 40629 Diisseldorf, Tel. 0211-922 4204. Email:
julia.christi@lvr.de). Im Falle des Widerrufs kénnen Sie entscheiden, ob Ihre
Proben vernichtet werden sollen oder in anonymisierter Form (also ohne die
Moglichkeit flir den Studienarzt, weiterhin einen Bezug zwischen der Probe und
Ihrer Person herzustellen) flir weitere wissenschaftliche Zwecke verwendet werden
darf.

Informationen zum Datenschutz

Wahrend dieser Studie werden medizinische Befunde von Ihnen erhoben und in
der Prifstelle in Ihrer persdnlichen Akte niedergeschrieben oder elektronisch
gespeichert. Rechtsgrundlage fiir die Verarbeitung ist Ihre freiwillige und
ausdruckliche Einwilligung im Sinne des Art. 6 Abs. 1 S.1 lit. a, 9 Abs. 2 lit. a
DSGVO. Die flur die Studie wichtigen Daten werden in pseudonymisierter Form
gespeichert und ausgewertet. Pseudonymisierung bedeutet, dass Ihr Name oder
andere Identifikationsmerkmale durch einen Code ersetzt werden, um die
Feststellung Ihrer Identitdt auszuschlieBen oder wesentlich zu erschweren. Dieser
~Schlissel® (Verbindung zwischen Ihrem Namen bzw. Ihren
Identifikationsmerkmalen und dem Code) wird getrennt von Ihren (brigen
Befunden oder Informationen aufbewahrt. Zugang zu dem Schllissel hat
ausschlieBlich die Studienleiterin Dr. med. Julia Christl. Die arztliche
Schweigepflicht und datenschutzrechtliche Bestimmungen werden eingehalten.
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Die Studienleitung wird alle angemessenen Schritte unternehmen, um den Schutz
Ihrer Daten gemaB den Datenschutzstandards der Europaischen Union zu
gewahrleisten. Die Daten sind gegen unbefugten Zugriff gesichert. Eine
Entschlisselung erfolgt nur bei Ricktritt von der Studie Ihrerseits zum Zweck der
Datenvernichtung. Sobald es nach dem Forschungszweck mdglich ist, werden die
personenbezogenen Daten anonymisiert, d.h. in der Weise verandert, dass eine
Identifizierung Ihrer Person nicht mehr oder nur mit unverhdltnismaBig groBem
Aufwand madglich sein wird.

Die wahrend der Studie erhobenen Daten werden nach Studienabschluss fir
weitere 10 Jahre aufbewahrt. Die Proben werden 18 Monate nach Abschluss der
Studie vernichtet. Die Daten werden ausschlieBlich zu Zwecken dieser Studie
verwendet. Wir weisen darauf hin, dass bereits anonymisierte Daten/Proben und
Daten, die in wissenschaftliche Auswertungen eingeflossen sind, nicht mehr auf
Wunsch geléscht bzw. vernichtet werden kénnen.

Die Verantwortliche flr die studienbedingte Erhebung personenbezogener Daten ist
die Studienleiterin Dr. med. Julia Christl, LVR-Klinikum Ddusseldorf, Bergische
Landstr. 2, 40629 Disseldorf, Tel. 0211-922 4205. Email: julia.christi@lvr.de).

Sie kodnnen als betroffene Person jederzeit die Ihnen durch die EU-DSGVO
gewahrten Rechte geltend machen:

- das Recht auf Auskunft, ob und welche Daten von Ihnen verarbeitet werden (Art.
15 EU-DSGVO),

- das Recht, die Berichtigung oder Vervollstandigung der Sie betreffenden Daten
zu verlangen (Art. 16 EU-DSGVO),

- das Recht auf Loschung der Sie betreffenden Daten nach MaBgabe des Art. 17
EU-DSGVO,

- das Recht, nach MaBgabe des Art. 18 EU-DSGVO eine Einschrankung der
Verarbeitung der Daten zu verlangen,

- das Recht, eine erteilte Einwilligung jederzeit zu widerrufen. Die RechtmaBigkeit
der aufgrund der Einwilligung bis zum Widerruf erfolgten Verarbeitung wird
dadurch nicht berihrt (Art. 7 Abs. 3 EU-DSGVO),

- das Recht auf Widerspruch gegen eine kiunftige Verarbeitung der Sie
betreffenden Daten nach MaBgabe des Art. 21 EU-DSGVO.

Bei Anliegen, Fragen oder Beschwerden zur Datenverarbeitung und zur Einhaltung
der datenschutzrechtlichen Anforderungen wenden Sie sich bitte zunachst an die
Studienleiterin des Prifzentrums (Dr. med. Julia Christl, siehe oben).

Fir weiterfihrende Fragen oder bei Problemen bzgl. des Datenschutzes kénnen Sie
sich an folgende Stellen wenden:

Datenschutzbeauftragte/r des Universitatsklinikums Diisseldorf
Moorenstr. 5, 40225 Diisseldorf

datenschutz@med.uni-duesseldorf.de
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Im Falle einer rechtswidrigen Datenverarbeitung haben Sie das Recht, sich bei
folgender Aufsichtsbehérde zu beschweren:

Landesbeauftragte fliir Datenschutz und Informationsfreiheit Nordrhein-Westfalen
Postfach 20 04 44, 40102 Diusseldorf

E-Mail: poststelle@Idi.nrw.de

Weitere Fragen?
Sollten Sie noch weitere Fragen haben, wenden Sie sich bitte an Ihren Studienarzt.
Stellen Sie alle Fragen, die Ihnen wichtig erscheinen und lassen Sie sich

ausreichend Zeit fir Ihre Entscheidung zur Teilnahme an dieser zusatzlichen
wissenschaftlichen Untersuchung.

Einwilligungserklarung zur Studie:

~Der Einfluss des oralen Mikrobioms auf die Pathophysiologie der
Alzheimer-Krankheit™

Studienteilnehmer: Teilnehmer-Nr.:

(Name, Vorname)

Geb.-Datum:

Hiermit willige ich zur Teilnahme an der wissenschaftlichen Untersuchung gemaB
der vorstehenden Information ein. Durch meine Unterschrift bestatige ich, dass ich
den Inhalt der Information gelesen und verstanden habe. Ich hatte Gelegenheit,
Fragen zu stellen, die mir zufriedenstellend beantwortet wurden. Ich weil3, dass
meine Teilnahme freiwillig ist und ich meine Einwilligung jederzeit ohne Angabe von
Grinden widerrufen kann. Im Falle des Widerrufs kann ich entscheiden, ob meine
Proben vernichtet werden sollen oder in anonymisierter Form (also ohne die
Méglichkeit flir den Studienarzt, weiterhin einen Bezug zwischen der Probe und
meiner Person herzustellen) fir weitere wissenschaftliche Zwecke verwendet
werden durfen. Im Fall eines Widerrufs entstehen mir keine Nachteile (Die
RechtmaBigkeit der Verarbeitung bis zum Widerruf bleibt unberihrt).

Datenschutz:

Mir ist bekannt, dass bei diesem Forschungsvorhaben personenbezogene Daten,
insbesondere medizinische Befunde Gber mich erhoben, gespeichert und ausgewertet werden
sollen. Die Verwendung der Angaben uUber meine Gesundheit erfolgt nach gesetzlichen
Bestimmungen und setzt vor der Teilnahme an dem Forschungsvorhaben folgende freiwillig
abgegebene Einwilligungserkldarung voraus, das heiBt ohne die nachfolgende Einwilligung
kann ich nicht an dem Forschungsvorhaben teilnehmen.
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Ich willige ein, dass im Rahmen dieses Forschungsvorhabens personenbezogene Daten,
insbesondere Angaben Ulber meine Gesundheit, liber mich erhoben und in Papierform
sowie auf elektronischen Datentragern im LVR-Klinikum Disseldorf (in pseudonymisierter
Form, siehe Informationsblatt) aufgezeichnet werden.

Ich bin dartber aufgeklart worden, dass ich jederzeit die Teilnahme an dem
Forschungsvorhaben beenden kann. Beim Widerruf meiner Einwilligung, an dem
Forschungsvorhaben teilzunehmen, werden meine personenbezogenen Daten
unverziglich geldscht.

Ich willige ein, dass meine Daten nach Beendigung oder Abbruch des
Forschungsvorhabens 10 Jahre lang aufbewahrt werden. Danach werden meine
personenbezogenen Daten geldscht, soweit nicht gesetzliche, satzungsmaBige oder
vertragliche Aufbewahrungsfristen entgegenstehen.

Eine Kopie dieser Information und Einwilligungserklarung habe ich erhalten. Das
Original verbleibt in der Studienstelle.

Name des Studienteilnehmers / der Studienteilnehmerin in Druckbuchstaben

Ort, Datum (vom Teilnehmer/in einzutragen) Unterschrift Teilnehmer/in

Ich

habe das Aufklarungsgesprach gefiihrt und die Einwilligung des

Studienteilnehmers / der Studienteilnehmerin eingeholt.

Name des Arztes / der Arztin in Druckbuchstaben

Ort, Datum Unterschrift des Arztes / der Arztin
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8.2. Merkblatt

Merkblatt fiir Teilnehmer der Studie ,,Der Einfluss des oralen Mikrobioms
auf die Pathophysiologie der Alzheimer-Krankheit"

Sehr geehrte/r Teilnehmer/in

Viele Dank fiir Ihre Bereitschaft an der Studie ,Der Einfluss des oralen Mikrobioms
auf die Pathophysiologie der Alzheimer-Krankheit" teilzunehmen.

Far die geplanten Untersuchungen und die Probenentnahme vereinbaren Sie einen
Termin in der Tagesklinik (TAZ = Tagesklinik und Ambulanz Zentrum) am
Universitatsklinikum Disseldorf:

LVR Klinikum Dusseldorf

Kliniken der Heinrich-Heine-Universitat Dlsseldorf
Institutsambulanz Gerontopsychiatrie im TAZ
Gebdude 14.99 am Universitatsklinikum
Moorenstr. 5

40225 Diusseldorf

Tel. : 0211 - 922 4254

Fax : 0211 - 922 4264

Um einen reibungslosen Ablauf und eine aussagekraftige Probenentnahme zu
ermoglichen, bitten wir Sie dabei, folgende Punkte zu beachten:

e Erscheinen Sie bitte plnktlich zu dem fir Sie vereinbarten Termin. Sollten
Sie Ihren Termin nicht wahrnehmen kénnen, melden Sie dies bitte
rechtzeitig per Telefon unter der oben aufgefiihrten Telefonnummer.

¢ Sollten Sie sich am Tag Ihres Termins krank, oder unwohl flihlen, oder falls
Sie sich aus anderen Griinden nicht dazu im Stande sehen, zu Ihrem Termin
zu erscheinen, bitten wir Sie darum, auch dies zeitnah telefonisch zu
melden.

e Wir bitten Sie darum, spatestens zwei Stunden vor Ihrem Termin
folgende Dinge zu beachten:

o Nichts mehr essen und auBer Wasser auch nichts mehr trinken

o Keine MaBnahmen der Zahn- und Mundhygiene mehr vornehmen
(darunter fallen Zahneputzen, die Verwendung von Zahnseide, das
Aussplilen des Mundes mit Mundwasser, oder auch der Verzehr von
(Zahnpflege-)Kaugummis oder Halsbonbons)

Die geplante Untersuchung wird im Detail wie folgt ablaufen:

e Zunachst werden Ihnen einige grundlegende Fragen zu bekannten
Erkrankungen im Mundraum, sowie zur Zahn- und Mundhygiene gestellt.
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¢ AnschlieBend findet eine einfache Untersuchung Ihres Mundraums statt.
Daflr sitzen sie aufrecht auf einem Untersuchungsstuhl und mussen lediglich
den Mund weit 6ffnen. Die Untersuchung umfasst

O

o

Eine Zahlung der Zahne

Die Erhebung eines einfachen Tests auf Anzeichen einer Parodontitis.
Fur diesen Test wird mit einer sogenannten Parodontalsonde, einem
dinnen Gerat mit stumpfer Spitze, einmal entlang Ihres Zahnfleischs
am Zahn entlanggefahren. Liegt eine Parodontitis vor, kann das ein
leichtes Zahnfleischbluten auslésen, ahnlich wie man es manchmal
beim Putzen der Zahne beobachten kann. Die Untersuchung dauert
nur wenige Minuten und verursacht keine wirklichen Schmerzen.

Parodontalsonde

Stumpfe Spitze

Im Anschluss werden aus Ihrem Mund noch Proben entnommen: Ein Abstrich
von den Zahnen, einer von der Wangeninnenseite und die Entnahme von

Speichel.

o

Die Abstriche erfolgen mit Hilfe von Tupfern, die anschlieBend in ein
Aufbewahrungsgefa3 kommen. Fir die Entnahme werden die Tupfer
lediglich an Wange/Zahn gerieben.

Fur das Entnehmen des Speichels missen Sie diesen lediglich im
Mund sammeln und anschlieBend mit Hilfe eines "Mundstlicks” in ein
Réhrchen gleiten lassen.
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DHARNA Shiet s B2

Tupfer

i PSS YNEANG

Speichelsammelhilfe

Fir die Teilnahme an dieser Studie erhalten Sie als Entschadigung fir Ihre Mihen
ein Honorar von 40€ pro Teilnehmer, dass Ihnen als Bargeld unmittelbar nach der
Untersuchung und Probenentnahme ausgezahlt wird. Dazu erhalten Sie auBerdem
eine entsprechende Quittung.

Wir bedanken uns vielmals fir Ihre Unterstiitzung.

Bei weiteren Fragen zum Ablauf kénnen Sie sich ebenfalls telefonisch in der
Geronto-Ambulanz melden.
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8.3 Checkliste

Checkliste Probandinnen/Probanden

Pseudonymisierte Probandennummer:

MMST > 27

Infekt der oberen Atemwege
Infekt des Mundraumes
Prothese

Kérpergewicht

GroBe

BMI

Ausbildungsjahre

Alter

Neurologische/psychiatrische
Erkrankungen:

Schlaganfall

Multiple Sklerose
Epilepsie
Parkinson-Erkrankung
Abhangigkeitserkrankung
Schizophrenie

Schwere korperliche Erkrankungen
Nikotinkonsum

Alkoholkonsum: Wie oft trinken Sie
Alkohol?

Medikation

(33 L] Nein
(33 L] Nein
(33 L] Nein
DJa O Nein
(33 L] Nein
DJa U Nein
DJa U Nein
Taglich ]
3-4/Woche LJ
1-2/Woche
Seltener U]
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8.4 Dokumentationsbogen

Dokumentationsbogen

Pseudonymisierte Probandennummer:

ja nein

2h vorher nicht gegessen/getrunken/ Zahne
geputzt/Zahnseide, Mundwasser, Kaugummis,
Halsbonbons genutzt?

Checkliste erneut vollstandig abgefragt?

Bekannte Parodontitis-Problematik aktuell
(beobachtetes Zahnfleischbluten)?

Bekannte Parodontitis-Problematik in den letzten 10
Jahren (beobachtetes Zahnfleischbluten)?

Professionelle Parodontitis-Behandlung in den letzten
10 Jahren?

Bekannte Karies-Problematik aktuell?

Bekannte Karies-Problematik in den letzten 10 Jahren?

Professionelle Karies-Behandlung in den letzten 10
Jahren?

Zahn-Extraktion in den letzten 10 Jahren?

Prothese vorhanden?

Falls ja, seit wie viel Jahren?

Vorhandensein von mehr als vier Fullungen/Kronen?

Wahrnehmung von Zahnarzt-Kontroll-Untersuchungen
alle 6 Monate?

Tagliches Zahne-Putzen/Zahnseide/Prothesen-Pflege?

Vorhandensein von subjektiver Mundtrockenheit?

Mund 10s mit Wasser ausgespult?

Abstrich buccal enthommen?

Abstrich supragingival entnommen?

Saliva Zymo entnommen?

Saliva nicht-Zymo entnommen?

Zahnanzahl nach FDI-Schema (max. 28, ohne Weisheitszdhne):

Sulkus-Blutungs-Index (siehe SBI-Bogen).
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Grad 1: Unter 10%
Grad 2: 10 - 20%
Grad 3: 21 - 50%
Grad 4: Uber 50%
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8.5 Weitere Tabellen

Tabelle 22 Vergleich der Alpha-Diversitdt als Simpson-Index zwischen Patienten (Pat.)
und Kontrollen (Kon.), getestet mit Mann-Whitney-U-Test (o = 0,05).

Sequenzierung/Probenmaterial Pat. (Mittelwert + Kon. (Mittelwert + p-Wert
Standardabweichung) Standardabweichung)

Whole-Genome-Sequenzierung (n=44) 0,95 (£ 0,02) 0,95 (= 0,03) 0,93

Short-Read-16S-Sequenzierung/Saliva (n=50) 0,97 (£0,01) 0,96 (= 0,02) 0,20

Short-Read-16S-Sequenzierung/ 0,93 (£ 0,04) 0,93 (= 0,04) 0,88

Supragingival (n=51)

Full-Length-16S-Sequenzierung/Saliva 0,90 (£ 0,07) 0,90 (+ 0,04) 0,08

(n=50)

Full-Length-16S-Sequenzierung/ 0,79 (£ 0,13) 0,82 (0,12 0,16

Supragingival (n=51)

Tabelle 23 Vergleich der Alpha-Diversitdt als Shannon-Index zwischen Patienten (Pat.)
und Kontrollen (Kon.), getestet mit T-Test fiir unabhdngige Stichproben (o. = 0,05,

signifikante Ergebnisse mit *)

Sequenzierung/Probenmaterial | Pat. (Mittelwert + Kon. (Mittelwert + p-Wert | 95%-KI
Standardabweichung) Standardabweichung)

Whole-Genome-Sequenzierung 3,74 (£ 0,25) 3,61 (+0,35) 0,15 -0,05; 0,33

(n=44)

Short-Read-16S- 4,04 (£ 0,28) 3,85 (+0,32) 0,03* 0,02; 0,36

Sequenzierung/Saliva (n=50)

Short-Read-16S- 3,65 (£ 0,41) 3,65 (£ 0,49) 0,47 -0,26; 0,25

Sequenzierung/Supragingival

(n=51)

Full-Length-16S- 3,27 (= 0,52) 3,10 (£ 0,38) 0,07 -0,06; 0,45

Sequenzierung/Saliva (n=50)

Full-Length -16S- 2,38 (£ 0,58) 2,53 (+0,57) 0,18 -0,47; 0,17

Sequenzierung/Supragingival

(n=51)
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Tabelle 24 Mit LEfSe identifizierte Taxa hoherer phylogenetischer Ebenen der Full-

Length-16S-Sequenzierung von 50 salivaren Proben geordnet nach LDA-Score,

Gruppenzugehdrigkeit und Phylogenetik..

Taxon Phylogenetik Gruppe mit erhohtem Vorkommen | LDA-Score (log10)
Leptotrichia Genus Patienten 3,80
Caphnocytophaga Genus Patienten 3,26
Ottowia Genus Patienten 2,80
Anaeroglobus Genus Patienten 2,80
Shuttelworthia Genus Patienten 2,05
Peptoniphilus Genus Patienten 2,04
Leptrotrichiaceae Familie Patienten 3,87
Flavobacteriaceae Familie Patienten 3,19
Bifidobacteriaceae Familie Patienten 2,18
Flavobacteriales Ordnung Patienten 3,20
Bifidobacteriales Ordnung Patienten 2,12
Corynebacteriales Ordnung Patienten 2,10
Flavobacteriia Klasse Patienten 3,52

Tabelle 25 Mit LEfSe identifizierte Taxa héherer phylogenetischer Ebenen der Full-

Length-16S-Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben geordnet nach LDA-Score,

Gruppenzugehorigkeit und Phylogenetik..

Taxon Phylogenetik Gruppe mit erhohtem Vorkommen | LDA-Score (log10)
Schwartzia Genus Patienten 3,27
Anaeroglobus Genus Patienten 3,13
Lancefieldella Genus Patienten 2,42
Solobacterium Genus Patienten 2,36
Aggregatibacter Genus Kontrollen -4,06
Hungateiclostridium Genus Kontrollen -2,18
Atopobiaceae Familie Patienten 2,41
Erysipelotrichaceae Familie Patienten 2,38
Coriobacteriales Ordnung Patienten 2,41
Erysipelotrichales Ordnung Patienten 2,38
Coriobacteriia Klasse Patienten 2,41
Erysipelotrichia Klasse Patienten 2,38
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Tabelle 26 Mit LEfSe identifizierte Taxa hoherer phylogenetischer Ebenen der Short-

Read-16S-Sequenzierung von 50 salivaren Proben geordnet nach LDA-Score,

Gruppenzugehdrigkeit und Phylogenetik..

Taxon Phylogenetik Gruppe mit erhohtem Vorkommen | LDA-Score (log10)
Leptotrichia Genus Patienten 4,03
Selenomonas Genus Patienten 3,54
Caphnocytophaga Genus Patienten 3,34
Dialister Genus Patienten 3,21
Olsenella Genus Patienten 2,88
Eikenella Genus Patienten 2,71
Anaeroglobus Genus Patienten 2,56
Schwartzia Genus Patienten 2,14
Filifactor Genus Kontrollen -2,24
Haemophilus Genus Kontrollen -3,78
Leptrotrichiaceae Familie Patienten 4.01
Selenomonadaceae Familie Patienten 3,54
Flavobacteriaceae Familie Patienten 3,34
Selenomonadales Ordnung Patienten 3,54
Flavobacteriales Ordnung Patienten 3,35
Flavobacteriia Klasse Patienten 3,68

Tabelle 27 Mit LEfSe identifizierte Taxa hoherer phylogenetischer Ebenen der Short-

Read-16S-Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben geordnet nach LDA-Score,

Gruppenzugehorigkeit und Phylogenetik..

Taxon Phylogenetik Gruppe mit erhohtem Vorkommen | LDA-Score (log10)
Bifidobacterium Genus Patienten 3,45
Lancefieldella Genus Patienten 3,43
Scardovia Genus Patienten 3,06
Schwartzia Genus Patienten 2,85
Aggregatibacter Genus Kontrollen -3,44
Kingella Genus Kontrollen -3,28
Lachnoanaerobaculum Genus Kontrollen -3,03
Bifidobacteriaceae Familie Patienten 3,71
Atopobiaceae Familie Patienten 3,65
Bifidobacteriales Ordnung Patienten 3,74
Coriobacteriales Ordnung Patienten 3,61
Coriobacteriia Klasse Patienten 3,91
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Tabelle 28 Mit ANCOM-BC? identifizierte Taxa hoherer phylogenetischer Ebenen der

metagenomischen Sequenzierung von 50 salivaren Proben geordnet nach Log-fold-

change. Aufgefiihrt sind auflerdem die phylogenetische Ebene, der adjustierte p-Wert

und das Ergebnis der Sensitivititsanalyse mit aufsteigenden Pseudo-Counts.

Taxon Phylogenetik | Log-fold- | Standardfehler | p-Wert Robust nach
change Sensitivititsanalyse
Enterobacter Genus -5,28 0,31 0,01 FALSE
Luteimonas Genus -4,74 0,29 0,01 FALSE
Parascardovia Genus -1,73 0,25 0,01 FALSE
Ottowia Genus -1,31 0,22 0,03 FALSE
Filifactor Genus 1,25 0,21 0,02 TRUE
Enterobacteriaceae Familie -2,73 0,36 <0,01 FALSE
Xanthomonadaceae Familie -1,74 0,28 0,01 FALSE
Enterococcaceae Familie 1,18 0,28 0,02 TRUE
Xanthomonadales Ordnung -1,95 0,25 <0,01 FALSE

Tabelle 29 Mit ANCOM-BC? identifizierte Taxa hoherer phylogenetischer Ebenen der

Full-Length-16S-Sequenzierung von 50 salivaren Proben geordnet nach Log-fold-

change. Aufgefiihrt sind aufserdem die phylogenetische Ebene, der adjustierte p-Wert

und das Ergebnis der Sensitivitdtsanalyse mit aufsteigenden Pseudo-Counts.

Taxon Phylogenetik | Log-fold- | Standardfehler | p-Wert Robust nach
change Sensitivititsanalyse

Lactobacillus Genus -1,87 0,39 <0,01 FALSE
Limosilactobacillus Genus -1,26 0,26 0,01 FALSE
Schwartzia Genus -0,99 0,23 0,01 FALSE
Fretibacterium Genus -0,95 0,27 0,03 FALSE
Paludibacter Genus -0,85 0,18 0,01 FALSE
Candidatus Genus 0,77 0,17 0,03 FALSE
Saccharimonas

Pseudopropionibacterium Genus 0,83 0,18 0,02 FALSE
Stomatobaculum Genus 1,01 0,34 <0,05 FALSE

(0,046)

Pseudobutyrivibrio Genus 1,41 0,22 <0,01 FALSE
Pseudoramibacter Genus 1,97 0,17 0,02 FALSE
Lactobacillaceae Familie -2,33 0,41 <0,01 FALSE
Paludibacteraceae Familie -1,30 0,20 <0,01 FALSE
Spirochaetaceae Familie -1,15 0,31 0,01 FALSE
Ruminococcaceae Familie -1,13 0,19 0,04 FALSE
Synergistaceae Familie -1,10 0,30 0,01 FALSE
Spirochaetales Ordnung -1,20 0,32 0,02 FALSE
Synergistales Ordnung -1,07 0,31 0,03 FALSE
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Spirochaetia Klasse -1,16 0,33 0,03 FALSE
Synergistia Klasse -1,01 0,33 <0,05 FALSE
(0,047)

Tabelle 30 Mit ANCOM-BC? identifizierte Taxa hoherer phylogenetischer Ebenen der

Full-Length-16S-Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben geordnet nach Log-

fold-change. Aufgefiihrt sind auflerdem die phylogenetische Ebene, der adjustierte p-

Wert und das Ergebnis der Sensitivititsanalyse mit aufsteigenden Pseudo-Counts.

Taxon Phylogenetik | Log-fold- | Standardfehler | p-Wert Robust nach
change Sensitivititsanalyse
Lactobacillus Genus -2,14 0,29 <0,01 FALSE
Limosilactobacillus Genus -1,50 0,31 0,03 FALSE
Hungateiclostridium Genus -0,94 0,20 0,03 TRUE
Tannerella Genus 0,94 0,25 0,03 FALSE
Lachnoanaerobaculum Genus 1,05 0,28 0,02 FALSE
Aggregatibacter Genus 1,71 0,50 0,03 FALSE
Lactobacillaceae Familie -2,36 0,30 <0,01 FALSE
Synergistia Klasse -1,19 0,25 0,04 FALSE
Mollicutes Klasse -1,15 0,27 <0,05 FALSE
(0,047)
Erysipelotrichia Klasse -1,00 0,27 0,04 TRUE
Synergistetes Phylum -1,41 0,23 0,01 FALSE
Tenericutes Phylum -1,34 0,24 0,01 FALSE

Tabelle 31 Mit ANCOM-BC? identifizierte Taxa hoherer phylogenetischer Ebenen der

Short-Read-16S-Sequenzierung von 50 salivaren Proben geordnet nach Log-fold-

change. Aufgefiihrt sind aufserdem die phylogenetische Ebene, der adjustierte p-Wert

und das Ergebnis der Sensitivitdtsanalyse mit aufsteigenden Pseudo-Counts.

Taxon Phylogenetik | Log-fold- | Standardfehler | p-Wert Robust nach
change Sensitivititsanalyse

Bergeyella Genus -1,67 0,18 0,02 FALSE
Peptoniphilus Genus -0,92 0,21 0,04 TRUE
Marinilabilia Genus -0,80 0,17 0,02 FALSE
Gimesia Genus 0,89 0,18 0,02 FALSE
Campylobacteraceae Genus 1,10 0,28 0,02 FALSE
(genus-level)

Microlunatus Genus 1,30 0,19 0,02 FALSE
Moraxella Genus 1,32 0,25 0,02 FALSE
Sneathia Genus 1,58 0,23 0,01 FALSE
Mannheimia Genus 1,60 0,19 0,01 FALSE
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Planctomycetales Ordnung 0,94 0,19 0,02 FALSE
Sphingobacteriales Ordnung 1,15 0,21 0,01 FALSE
Alphaproteobacteria Klasse -1,40 0,18 0,02 FALSE
Planctomycetia Klasse 0,79 0,19 0,03 FALSE
Sphingobacteriia Klasse 0,83 0,20 0,03 FALSE

Tabelle 32 Mit ANCOM-BC?2 identifizierte Taxa hoherer phylogenetischer Ebenen der

Short-Read-16S-Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben geordnet nach Log-

fold-change. Aufgefiihrt sind aufserdem die phylogenetische Ebene, der adjustierte p-

Wert und das Ergebnis der Sensitivitdtsanalyse mit aufsteigenden Pseudo-Counts.

Taxon Phylogenetik | Log-fold- | Standardfehler | p-Wert Robust nach
change Sensitivititsanalyse

Pyramidobacter Genus -2,74 0,20 <0,01 FALSE
Bacillus Genus -1,42 0,19 0,03 FALSE
Flavobacterium Genus -1,34 0,20 0,02 FALSE
Tissierellaceae (genus- Genus -1,23 0,18 0,03 FALSE
level)

Peptoniphilus Genus -1,23 0,25 0,03 FALSE
Bergeriella Genus -1,09 0,20 0,02 TRUE
Howardella Genus -1,04 0,26 0,02 TRUE
Saccharicrinis Genus -0,91 0,19 0,04 FALSE
Propionivibrio Genus -0,89 0,22 0,03 FALSE
Lacrimispora Genus -0,86 0,22 0,02 FALSE
Flaviflexus Genus 0,89 0,26 0,03 FALSE
Stenotrophomonas Genus 0,91 0,17 0,02 FALSE
Bergeyella Genus 0,99 0,24 0,03 FALSE
Mannheimia Genus 1,03 0,22 0,02 FALSE
Syntrophococcus Genus 1,14 0,35 0,03 FALSE
Cupriavidus Genus 1,30 0,19 <0,01 FALSE
Kingella Genus 1,34 0,44 0,03 TRUE
Faecalimonas Genus 1,37 0,25 <0,01 FALSE
Desulfovibrio Genus 1,48 0,30 0,01 FALSE
Parabacteroides Genus 1,51 0,19 0,02 FALSE
Clostridiales (family- Familie -1,10 0,27 0,03 TRUE
level)

Desulfovibrionaceae Familie 1,52 0,30 0,02 FALSE
Chroococcidiopsidales Ordnung -1,48 0,20 0,03 TRUE
Rhodocyclales Ordnung -1,22 0,24 0,01 FALSE
Anaerolineales Ordnung -1,17 0,27 0,01 FALSE
Coriobacteriales Ordnung -1,13 0,34 0,03 TRUE
Legionellales Ordnung -0,92 0,25 0,04 FALSE
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Thiotrichales Ordnung -0,79 0,19 0,03 FALSE
Desulfovibrionales Ordnung 1,02 0,32 0,04 FALSE
Anaerolineae Klasse -1,02 0,28 0,04 FALSE

Tabelle 33 Taxa hoherer phylogenetischer Ebenen aus salivaren und supragingivalen

Proben der Full-Length- und Short-Read- 16S-Sequenzierung, die mittels ANCOM-BC2

als strukturelle Nullen identifiziert wurden. Dargestellt sind Taxa, die in mindestens

drei Proben identifiziert wurden. Aufgefiihrt sind die Gruppe, in der ein hoheres

Vorkommen identifiziert wurde, sowie die Anzahl an Probanden bei denen die Spezies

identifiziert werden konnte.

Taxon Sequenzierung | Probenart | Phylogenetik | Gruppe mit erhohtem | Anzahl
Vorkommen Treffer
Peptoniphilus Full-Length Saliva Genus Patienten 4
Acidovorax Full-Length Saliva Genus Patienten 3
Propionibacterium Full-Length Saliva Genus Patienten 3
Alloscardovia Full-Length Saliva Genus Patienten 3
Thubacter Full-Length Saliva Genus Patienten 3
Moryella Full-Length Saliva Genus Kontrollen 3
Arthrobacter Full-Length Saliva Genus Kontrollen 3
Lancefieldella Full-Length Supra Genus Patienten 5
Shuttleworthia Full-Length Supra Genus Patienten 3
Ottowia Full-Length Supra Genus Patienten 3
Atopobiaceae Full-Length Supra Familie Patienten 5
Coriobacteriales Full-Length Supra Ordnung Patienten 5
Coriobacteriia Full-Length Supra Klasse Patienten 5
Herbaspirillum Short-Read Saliva Genus Patienten 4
Lactiplantibacillus Short-Read Saliva Genus Patienten 4
Parapedobacter Short-Read Saliva Genus Patienten 3
Acidovorax Short-Read Saliva Genus Patienten 3
Cloacibacterium Short-Read Saliva Genus Patienten 3
Chroococcidiopsis Short-Read Saliva Genus Patienten 3
Fannyhessea Short-Read Saliva Genus Kontrollen 3
Oxalobacteraceae Short-Read Saliva Familie Patienten 4
Chroococcidiopsidaceae Short-Read Saliva Familie Patienten 3
Chroococcidiopsidales Short-Read Saliva Ordnung Patienten 3
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Eubacterium Short-Read Supra Genus Patienten
Chroococcidiopsis Short-Read Supra Genus Patienten
Salmonella Short-Read Supra Genus Kontrollen
Longicatena Short-Read Supra Genus Patienten
Snodgrassella Short-Read Supra Genus Patienten
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8.6 Weitere Graphen
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Figur 42 PCoAs basierend auf der Bray-Curtis-Dissimilaritdt der metagenomischen
Sequenzierung von 50 salivaren Proben. Patienten sind in griin und Kontrollen in rot
dargestellt. Von A-E sind die hoheren phylogenetischen Ebenen Genus, Familie,
Ordnung, Klasse und Phylum dargestellt.

o ® 08 . L L]
.
04 04
na e . -
. .
. e @ L] . 5 . L4 &
L * L 8 = i 02 . . &
02
» . . e
P & - 8 . N O] LT o s . U
v o = . . e - * g &
. . . 00 L 00 - .
0o . o pm 9L . . . LI . e = ., =
o® «® . . . oe i . -
. . s * ° 2 . g & » . ® o ®
. . - - e = s * i . . .
-0z ) °
o ® . . .
. 04 L) L] .
. . ] ® 04 .
04 0.2 o0 0z o4 A 02 oo a2 04 03 o2 01 oo 01 02
06 . .
0201
. .
i . nis .
.
nio . »
. . - .
. . . LI . #
[ .
08 . . &
% T . ® .
. - ® L) L LY H . &
o & Wa¥e oo L
0 .
. -a.05 .
S sy * » «® - - i
. & . @
02 it o e = 010 -~ - . o ®
. ” .
® -0
-0 ] ®
o3 92 01 00 ol oz 03 04 04 03 D 01 eo 01 0z 03

Figur 43 PCoAs basierend auf der Bray-Curtis-Dissimilaritdt der Full-Length-16S-
Sequenzierung von 50 salivaren Proben. Patienten sind in griin und Kontrollen in rot
dargestellt. Von A-E sind die héheren phylogenetischen Ebenen Genus, Familie,
Ordnung, Klasse und Phylum dargestellt.
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Figur 44 PCoAs basierend auf der Bray-Curtis-Dissimilaritdt der Full-Length-16S-
Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben. Patienten sind in griin und Kontrollen
in rot dargestellt. Von A-E sind die hoheren phylogenetischen Ebenen Genus, Familie,

Ordnung, Klasse und Phylum dargestellt.
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Figur 45 PCoAs basierend auf der Bray-Curtis-Dissimilaritdt der Short-Read-16S-
Sequenzierung von 50 salivaren Proben. Patienten sind in griin und Kontrollen in rot
dargestellt. Von A-E sind die hoheren phylogenetischen Ebenen Genus, Familie,

Ordnung, Klasse und Phylum dargestellt.
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Figur 46 PCoAs basierend auf der Bray-Curtis-Dissimilaritdt der 16S -Short-Read-
Sequenzierung von 51 supragingivalen Proben. Patienten sind in griin und Kontrollen
in rot dargestellt. Von A-E sind die héheren phylogenetischen Ebenen Genus, Familie,

Ordnung, Klasse und Phylum dargestellt.
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