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1 Einleitung

1.1 Einfuhrung in das menschliche Mikrobiom

Die heutige Weltbevdlkerung lebt Ianger als ihre Vorfahren. Von 2015 bis 2050 wird
sich der Anteil der Uber 60-jahrigen Menschen auf der Erde nahezu verdoppelt haben
(World Health Organization, 2022). Diese Veranderungen in der Alltagsstruktur
bringen beachtliche Herausforderungen, vor allem fur das Gesundheitswesen, mit
sich. Die Sicherstellung der Versorgung alterer Patient*innen mit chronischen
Erkrankungen bei gleichzeitigem Mangel an medizinischem Personal stellt eine grolie
Aufgabe der heutigen Zeit dar (Robert Koch Institut, 2015). Gleichzeitig durfen die
Vorteile eines langen Lebens nicht unterschatzt werden. Die Alteren kdnnten sich auch
nach dem Eintritt in das Rentenalter neuen Aufgaben widmen, sich beispielsweise in
der Gemeinde engagieren oder in die eigene Weiterbildung investieren.
Voraussetzung fur ein engagiertes Altern ist eine gut erhaltene Gesundheit. Die
Vereinten Nationen haben die Jahre 2021 bis 2030 als das ,UN Decade of Healthy
Aging“ deklariert. Es sollen Anreize auf unterschiedlichen Ebenen geschaffen werden,
um das gesunde Leben alterer Menschen zu fordern (World Health Organization,
2022). Aber was fuhrt dazu, dass Menschen unterschiedlich altern? Was oder wer
entscheidet dariiber, dass einige Altere fit und gesund sind, wahrenddessen andere
frUhzeitig krank und gebrechlich werden? Alterungsprozesse sind abhangig von
unterschiedlichen Einflissen, wie zum Beispiel der Genetik, den Lebensgewohnheiten
und vielerlei Umweltfaktoren, und nur bedingt durch das biologische Alter eines
Menschen vorhersagbar. Zudem ist der Einfluss des menschlichen Mikrobioms auf die
Entstehung von Erkrankungen Bestandteil aktueller wissenschaftlicher Forschung und
soll auch hier naher betrachtet werden. Die Forschung vergangener Jahre hat gezeigt,
dass offensichtlich enge Zusammenhange zwischen dem Mikrobiom, dem
Immunsystem und dem Stoffwechsel von Menschen bestehen. Veranderungen im
Immunsystem und Stoffwechsel sind entscheidend am Alterungsprozess des
Menschen beteiligt und lassen so auch eine Verbindung zwischen Veranderungen im
Mikrobiom und der Entwicklung alterstypischer Erkrankungen naheliegend
erscheinen. Wissenschaftlerinnen sind sich einig, dass das Mikrobiom, neben den
oben genannten Faktoren, als ein weiterer entscheidender Einflussfaktor auf den
Alterungsprozess betrachtet werden muss (Larson et al., 2022; Nagpal et al., 2018).
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Verallgemeinert beinhaltet das menschliche Mikrobiom die Mikroorganismen selbst
(Bakterien, Viren, Pilze etc.), derer Genom und alle erganzenden Umweltbedingungen
wie beispielsweise der pH, in dem sie leben (Qian et al., 2020). Der Begriff Mikrobiota
hingegen bezieht sich auf die Fulle von reinen Mikroorganismen in einem lokal
abgegrenzten Gebiet. Beispielsweise beschreibt die Darm-Mikrobiota die Gesamtheit
der Mikroorganismen im Darm und die Mundhohlen-Mikrobiota die Mikroorganismen
in der Mundhohle (Ursell et al., 2012). Das Metagenom umfasst das Genom der
Mikroorganismen (Qian et al., 2020). Einen bildlichen Uberblick uber die
Begrifflichkeiten geben die Abbildungen 1A und 1B.

Hinsichtlich der taxonomischen Aufteilung von Bakterien gilt es folgendes festzuhalten:
Im Jahre 1751 unternahm der schwedische Naturfoscher Carl von Linné in seiner
Philosophia Botanica einen ersten Versuch der systematischen Klassifizierung von
Bakterien (Muller-Wille, 2001). Heute werden Lebewesen, u.a. Bakterien, nach den
Regeln des ,International Code of Nomenclature of Prokaryotes*® in folgende Gruppen
eingeteilt: Stamm > Klasse > Ordnung > Familie > Gattung > Spezies. Ein Beispiel soll
diese Einteilung verdeutlichen: Proteobacteria (Stamm) > Gammaproteobacteria
(Klasse) > Pseudomonadales (Ordnung) > Pseudomonadaceae (Familie) >
Pseudomonas (Gattung) > Pseudomonas aeruginosa (Spezies). Jede nach den
Regeln eingeteilte Gruppe wird als Taxon (Plural: Taxa) bezeichnet (Parker et al.,
2019). Tabelle 1 veranschaulich dieses Prinzip.

Taxa

Stamm Proteobacteria

Klasse Gammaproteobacteria
Ordnung Pseudomonadales
Familie Pseudomonadaceae
Gattung  Pseudomonas

Spezies  Pseudomonas aeruginosa

Tabelle 1: Einteilung von Bakterien in Taxa am Beispiel von Pseudomonas aeruginosa
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Abbildung 1: Bildliche Darstellung der Begriffe Mikrobiom, Mikrobiota, Metagenom und
Diversitat. A) Als Mikrobiom wird die Fulle an Mikroorganismen einschlieRlich deren Mikrobiom
und umgebender Umweltbedingungen bezeichnet (Qian et al., 2020). Die Mikrobiota
umschreibt die Mikroorganismen in einem lokal abgegrenzten Bereich, hier Dickdarm-
Mikrobiota (Ursell et al., 2012). B) Als Metagenom wird das Genom der Mikroorgansimen
bezeichnet (Qian et al., 2020). Dieses kann z.B. mittels 16S rRNA-Sequenzierung analysiert
werden (Woo et al., 2008). C) Darstellung der Alpha- und Beta-Diversitat. Die Alpha-Diversitat
beschreibt die Fulle an Mikroorganismen in einer Probe (hier jeweils a=4). Die Beta-Diversitat
spiegelt die Unterschiedlichkeit in der Zusammensetzung von Mikroorganismen mehrerer
Proben wider (hier p=2, 2 Mikroorganismen (petrol und lila kommen nur in einer Probe vor)
(Tijs et al., 2020).

Quelle: Qian et al., 2020

Das menschliche Mikrobiom bestent aus mehreren Trillionen Genen von
Mikroorganismen. Das menschliche Genom hingegen aus vergleichsweise wenigen
(20.000) protein-kodierenden Genen und ist somit ahnlich grol3 wie das einer
Fruchtfliege (Turnbaugh et al., 2007). Das Mikrobiom unterliegt im Leben eines
Menschen vielerlei Einflissen (Kim & Jazwinski, 2018). Erste Kontakte mit
Mikroorganismen finden bereits in der Gebarmutter statt. Auch der sich anschliefende
Geburtsvorgang, ob spontan oder per sectio, und die spatere Ernahrung des Sauglings
und Kleinkindes spielen eine maldgebliche Rolle bei der Besiedelung des Menschen

mit Mikroorganismen. Im Alter von drei Jahren hat das Mikrobiom eine gewisse
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Stabilitat erreicht und gleicht in seiner Zusammensetzung dem eines Erwachsenen. Ist
diese stabile Zusammensetzung des Mikrobioms erreicht, bleibt sie Uber einen langen
Zeitraum erhalten (Cresci & Bawden, 2016). Die Variabilitat innerhalb des Mikrobioms
eines einzelnen Menschen (Intra-Variabilitat) ist demnach in diesem Zeitraum gering.
Die Variabilitat im Mikrobiom zwischen unterschiedlichen Menschen (Inter-Variabilitat)
hingegen kann grof} sein (Cresci & Bawden, 2016; Turnbaugh et al., 2007).

Mit steigendem biologischem Alter einer Person verliert das Mikrobiom an Stabilitat.
Die Gesamtmenge an Mikroorganismen (Richness) nimmt ab, die Anzahl
gesundheitsschadigender Mikroorganismen hingegen steigt, sodass es insgesamt zur
Dysbiosis, einer Storung im Mikrobiom, kommen kann. Eine Dysbiosis wiederum wird
in der Literatur mit der Entwicklung von Erkrankungen im Alter und sogar einer

reduzierten Lebenserwartung in Verbindung gebracht (Kim & Jazwinski, 2018).

In allen Lebensphasen des Menschen, vom Sauglingsalter bis ins hohere Alter, nimmt
das Mikrobiom eines Menschen in vielfaltiger Weise Einfluss auf dessen Gesundheit.
Mikroorganismen sind an Stoffwechselprozessen oder am Aufbau von wichtigen
Proteinkomplexen im menschlichen Korper beteiligt. Ebenso wirken sie bei der
Aufnahme von Zuckern aus unverdaulichen Pflanzenbestandteilen mit. Die Vergarung
unverdaulicher und somit per se energieloser Pflanzenbestandteile durch
saccharolytische Mikroorganismen im Darm fuhrt zur Entstehung kurzkettiger
Fettsauren, welche sich antiinflammatorisch auf den Korper auswirken. Aul3erdem
dienen die entstandenen kurzkettigen Fettsauren dem Menschen als Energiequelle
(Qin et al, 2010). Ebenso entstehen bei der Vergarung unverdaulicher
Nahrungsbestandteile durch Mikroorganismen Buttersaure oder Butyrat. Die Fahigkeit
der Butyratproduktion einiger Mikroorganismen ruckte in den vergangenen Jahren
weiter in den Fokus der Mikrobiomforschung (Bui et al.,, 2016). Mehrere
Forschungsgruppen konnten zeigen, dass Butyrat forderliche Effekte auf die
Gesundheit des Menschen hat. So wurden Butyrat antikanzerogene,
antiinflammatorische und antioxidative Eigenschaften nachgewiesen (Hinnebusch et
al., 2002; Klampfer et al., 2003). Zu den Butyratproduzenten gehoren unter anderem
die Taxa Intestinimonas (Bui et al., 2016), Roseburia inulinivorans (Scott et al., 2006),
Faecalibacterium prausnitzii (Duncan et al., 2002), Oscillospira (Gophna et al., 2017)
und Ruminococcus (Louis & Flint, 2017). Aul3erdem sind viele Mikroorganismen
entscheidend an der Aufnahme bestimmter Vitamine, an der Bildung eines Schutzfilms
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der intestinalen Mucosa zum Schutz gegenuber pathogenen Erregern, an der
Starkung des Immunsystems oder auch an den Mechanismen zur Entstehung von
Insulin-Resistenz beteiligt (Gomaa, 2020; Qin et al., 2010).

1.2 Aufbau der menschlichen Darm- und Mundhdhlen-Mikrobiota

Durch die Einfuhrung der 16S rRNA-Sequenzierungsmethode in den 1970er Jahren
wurde es der Wissenschaft ermdglicht, Bakterien aus unterschiedlichem
Probenmaterial zu sequenzieren und in Stamme, Klassen, Ordnungen, Familien,
Gattungen und Spezies zu klassifizieren. Die Methode ermdoglicht speziesspezifische
Regionen der 16S rRNA zu erkennen und diese nach Amplifikation und Sequenzierung
bestimmten Bakterien zuordnen zu konnen (Fox et al., 1977; Woo et al., 2008).

So wurde es moglich, den Aufbau verschiedener Mikrobiota zu analysieren. Dieser
Abschnitt soll sich mit dem Aufbau der Darm- und Mundhohlen-Mikrobiota
beschaftigen. Einen allgemeingultigen Aufbau zu formulieren ist aufgrund der oben
erwahnten hohen Inter-Variabilitdit der Mikrobiota zwischen unterschiedlichen
Individuen nicht sinnvoll (Kim & Jazwinski, 2018). Dennoch soll hier ein Uberblick Gber
den Aufbau der Darm- und Mundhdéhlen-Mikrobiota des Menschen gegeben werden.

Zum besseren Verstandnis des Aufbaus soll jedoch vorher auf die Erlauterung dreier
fur diese Arbeit wichtiger Begriffe eingegangen werden: Die Alpha-Diversitat
beschreibt die Vielfaltigkeit von Mikroorganismen in einer Probe. Aus der Alpha-
Diversitat kann abgeleitet werden, welche Taxa in welchen Mengen in einer Probe
enthalten sind. Dabei wird jede Probe einzeln betrachtet. Die Beta-Diversitat
hingegen betrachtet die Unterschiede in der Zusammensetzung von Mikroorganismen
mehrerer Proben (Tijs et al., 2020). Abbildung 1C stellt die Begriffe bildlich dar.

Die Darm-Mikrobiota zeigt die hochste Alpha- und Beta-Diversitat und zudem grofdte
Anzahl an unterschiedlichen Mikroorganismen im menschlichen Korper (Eckburg et
al., 2005; Rackaityte & Lynch, 2020). Der Begriff Abundanz gibt die Anzahl an Taxa
in einem abgegrenzten Gebiet an. Taxa mit einer hoheren Abundanz sind haufiger
vorhanden (Lexikon der Biologie, 1999).

In der Arbeit von Eckburg et al. (2005) wurde erstmals der Versuch unternommen die

menschliche  Darm-Mikrobiota zu  katalogisieren.  Hierzu  wurden  aus
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Schleimhautproben des Dickdarms sowie Stuhlproben von drei gesunden
Erwachsenen insgesamt 13.355 RNA-Gen-Sequenzen mittels 16S rRNA-
Sequenzierung analysiert. Es konnte schon hier gezeigt werden, dass ein Grol3teil der
Mikroorganismen den Stammen Bakteroidetes und Firmicutes angehorten (Eckburg et
al., 2005). Spatere Arbeiten konnten bestatigen, dass durch die beiden
Bakterienstamme Bakteroidetes und Firmicutes uber 90% der menschlichen Darm-
Mikrobiota reprasentiert werden. Zudem bestatigte eine Analyse von 18.348 RNA-
Gensequenzen, gewonnen aus Stuhlproben von 14 Erwachsenen, eine hohe Inter-
Variabilitat des Mikrobioms bei zeitgleicher Stabilitat jeder einzelnen Probe (Ley et al.,
2006; Turnbaugh et al., 2007).

Die folgende Klassifizierung der Darm-Mikrobiota erhebt keinen Anspruch auf
Vollstandigkeit und dient lediglich dem weiteren Verstandnis dieser Arbeit. Ein
Uberblick bietet Abbildung 2.

Den grofdten Anteil des Bakterienstamms Bakteroidetes macht die Klasse der
Bakteroidia aus. Fur die menschliche Darm-Mikrobiota ist die weitere Aufteilung in die
Ordnung Bakteroidales, die Bakterienfamilien Prevotellaceae und
Porphyromonadaceae und die Genera Prevotella und Porphyromonas von Interesse.

Die Klasse der Clostridia machen mit 95% den grof3ten Anteil der Firmicutes aus. Dazu
gehort die Ordnung der Clostridiales, wozu die Familien Lachnospiraceae und
Ruminococcaceae zahlen. Zu den Ruminococcaceae gehoren unter anderem die
bereits erwahnten Taxa Intestinimonas, Faecalibacterium prausnitzii, Oscillospira und
Ruminococcus. Viele Taxa der genannten Bakterienfamilien sind Butyratproduzenten,
dessen Eigenschaften bereits weiter oben beschrieben worden sind. Ein wesentlicher
Butyratproduzent ist das Bakterium Intestinimonas, welches die Aminosaure Lysin
vollstandig zu Butyrat abbauen kann (Bibbo et al., 2016; Bui et al., 2016; Chung, 2017;
Eckburg et al., 2005; Gomaa, 2020).



Stamm Bakteroidetes Firmicutes
Klasse Bakteroidia Clostridia
Ordnung Bakteroidales Clostridiales
| I I
[ ] [ ]
Familie Prevotella- Porphyro- Lachno- Rumino
ceae monadaceae spiraceae coccaceae
| L I
L L [ ] [ I I ]
. Ruminococcus . Faecali- . , Ruminococcus
Gattung Prevotella Porphyromonas Roseburia g4 Intestinimonas bacterium Oscillospira a2
: Faecali-
L Spezies L in%ﬁﬁﬁ%ggs L bacterium
prausnitzii

Abbildung 2: Ausschnitt aus dem Aufbau der menschlichen Darm-Mikrobiota (Abbildung adaptiert nach (Bibbo et al., 2016; Bui et al., 2016; Chung,
2017; Eckburg et al., 2005; Gomaa, 2020))




Die Mundhohlen-Mikrobiota stellt, nach der Darm-Mikrobiota, die Mikrobiota mit den
zweitmeisten Mikroorganismen im menschlichen Korper. Entgegen der Darm-
Mikrobiota, welche zu Uber 90% aus den Stammen Bakteroidetes und Firmicutes
besteht, kann die Mundhodhlen-Mikrobiota in sechs wesentliche Bakterienstamme
unterteilt werden. Zu diesen gehoren, neben Firmicutes (38%) und Bakteroidetes
(17%), die Stamme Proteobacteria (17%), Actinobacteria (12%), Spirochaetes (8%)
und Fusobacteria (5%). Zu den haufigsten Vertretern des Bakterienstammes
Firmicutes gehoren die Taxa Streptococcus und Veillonella (Verma et al., 2018). Wie
bereits bei der Darm-Mikrobiota gezeigt, zeigt auch die Mundhohlen-Mikrobiota tUber
einen langen Zeitraum eine gewisse Stabilitat (Takeshita et al., 2016). Trotz dessen
die Mundhohlen-Mikrobiota taglichen wiederkehrenden ,Storfaktoren®, wie der
Mundpflege oder Nahrungsaufnahme, ausgesetzt ist, herrscht auch hier bei gesunden
Menschen eine schiutzende Homoostase im Mundhohlen-Mikrobiom. Bereits vier bis
sechs Stunden nach der Mundpflege kann ein entstandener Biofilm aus Bakterien auf
den Zahnen gezeigt werden. Angefuhrt wird diese Kolonisation von der Gattung

Streptococcus (Verma et al., 2018).

1.3 Einfluss des Mikrobioms auf die Entstehung von Krankheiten

In Abschnitt 1.1 wurde dargestellt, dass sowohl die Darm- als auch die Mundhdohlen-
Mikrobiota eine gewisse Bestandigkeit zeigt. Die Forschung vergangener Jahre
widmete sich zunehmend den Auswirkungen einer Dysbiosis im Darm und Mundraum
auf den Menschen. Die Interaktion zwischen den Mikroorganismen und dem
Menschen ruckte in den Mittelpunkt der Mikrobiomforschung. Eine Reihe von Studien
zeigen, dass eine Veranderung in den genannten Mikrobiota, und damit auch eine
Veranderung der durch die Mikroorganismen produzierten Metaboliten, an der
Entstehung von Erkrankungen beteiligt sind (Kataoka, 2016; Rackaityte & Lynch,
2020; Verma et al., 2018; Wang et al., 2011).

Veranderungen in der Darm-Mikrobiota entstehen auf vielfaltige Art und Weise. Eine
veranderte Darmmotilitdt, Verdauungsbeschwerden, Stress, die Einnahme von
Medikamenten, besonders Antibiotika, oder eine verminderte Nahrungsaufnahme
stellen nur eine kleine Auswahl von Grunden fur eine veranderte Darm-Mikrobiota dar.
Diese Faktoren treten insbesondere bei alteren Menschen auf. Tendenziell ist daher

die Variabilitat im Mikrobiom bei alteren Menschen groRer. Zudem kann es zu einer
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Abnahme der Diversitat, bis hin zur Dysbiosis kommen, welche mit weiteren Folgen
auf den gesamten Organismus einhergehen kann (Zhang et al., 2019). Diese
altersbedingten Veranderungen im Mikrobiom konnen bei der Entstehung von
Krankheiten malfigeblich beteiligt sein. In der Literatur werden Zusammenhange
zwischen der veranderten mikrobiellen Komposition im Darm eines Menschen und
unterschiedlichsten Diagnosen wie Ubergewicht, Diabetes mellitus, Allergien bis hin
zu Tumorerkrankungen und komplexen klinischen Syndromen wie Gebrechlichkeit
beschrieben (Cresci & Bawden, 2016; Zhang et al., 2019).

Die Mundhohlen-Mikrobiota eines Menschen ist noch weiteren aul’eren Faktoren
ausgesetzt. Neben den bereits oben genannten Einflussfaktoren wie Stress und
Medikamenteneinnahme (Zhang et al.,, 2019), konnen aullergewohnliche
Nahrungsgewohnheiten, der Genuss von Alkohol und Nikotin oder eine
vernachlassigte Mundpflege und damit einhergehende Plaquebildung, Zahnverlust,
Zahnfleischbluten oder die Bildung von Zahnfleischtaschen einen direkten Einfluss auf
die Zusammensetzung von Mikroorganismen im Mundraum nehmen (Takeshita et al.,
2016; Verma et al.,, 2018). Eine Reihe von Wissenschaftler®innen haben einen
Zusammenhang zwischen einer veranderten Mundhohlen-Mikrobiota und der
Entwicklung verschiedenster Tumorerkrankungen in der Mundhdhle zeigen kdnnen
(Mager et al., 2005; Pushalkar et al., 2012; Verma et al., 2018). Aber auch die
Entstehung von beispielsweise Diabetes mellitus, Ubergewichtigkeit, kardiovaskularer
Erkrankungen, gastrointestinaler Ulzera oder der Entwicklung der Alzheimer-Demenz
konnen durch eine Veranderung der Mundhohlen-Mikrobiota begunstigt werden (Ahn
et al., 2012; Casarin et al., 2013; Dominy et al., 2019; Takeshita et al., 2016; Verma et
al., 2018; Willis & Gabaldén, 2020).

Die vielfaltigen Zusammenhange zwischen Veranderungen im Mikrobiom und der
Entwicklung von Erkrankungen unterstreicht die Wichtigkeit der Sammlung von

Biomaterial fir die Mikrobiomforschung, vor allem bei alteren Patient*innen.

1.4 Das Mikrobiom geriatrischer Patient*innen

Abschnitt 1.3 hat an Beispielen gezeigt, dass das Mikrobiom eines Menschen vielerlei
Einflussen unterliegt. Wahrend es sich in jungen Lebensjahren meist als stabil erweist,
sind bei alteren Menschen haufig Veranderungen im Mikrobiom zu beobachten (Kim
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& Jazwinski, 2018; Nagpal et al., 2018). Zum Verstandnis dieser Arbeit soll an dieser
Stelle eine Definition des Begriffs ,geriatrische*r Patient*in“ erfolgen. Laut Definition
zahlen zu den geriatrischen Patient*innen entweder jene mit einer fur den alteren
Menschen typischen Multimorbiditat und einem erhdhten Lebensalter (meist 70 Jahre
und alter) oder Patient*innen mit einem Lebensalter ab 80 Jahren und einer erhohten
Gebrechlichkeit aufgrund unterschiedlichster Umstande wie Auftreten von
Komplikationen nach einer Erkrankung (Sieber, 2007). Das klinische Syndrom
Gebrechlichkeit stellt ein haufiges Syndrom innerhalb dieser Kohorte dar.
Patient*innen mit erhdhter Gebrechlichkeit sind vulnerabler und zeigen sich insgesamt
weniger widerstandfahig gegenuber Krankheiten und Umgebungsfaktoren. Insgesamt
steigt bei Patient*innen mit erhohter Gebrechlichkeit das Risiko, Selbststandigkeit
einzubufen oder zu sterben (Maetzler et al., 2016). Exakte Definitionskriterien des
geriatrischen Syndroms Gebrechlichkeit finden sich in Abschnitt 1.5.

Weiter oben (siehe Abschnitt 1.3) wurde bereits beschrieben, dass alterstypische
Veranderungen im Mikrobiom, wie die Abnahme der Diversitat, zur Entwicklung von
Erkrankungen beitragen konnen (Cresci & Bawden, 2016; Nagpal et al., 2018; Zhang
et al., 2019). Auch die Begunstigung der Entstehung von Gebrechlichkeit bei alteren
Menschen durch die veranderte Zusammensetzung des Mikrobioms wird diskutiert.
Studien konnten Unterschiede in der Diversitat zwischen Patient*innen mit
Gebrechlichkeit und Kontrollpersonen zeigen (Jackson et al., 2016; Larson et al., 2022;
Ogawa et al, 2018; Picca et al, 2020; Zhang et al, 2019). Auch
Abundanzunterschiede in den Mikrobiota von Personen mit und ohne Gebrechlichkeit
oder anderen geriatrischen Syndromen waren in der Vergangenheit Gegenstand
medizinischer Forschung (Jackson et al., 2016; Larson et al., 2022; Picca et al., 2020;
Van Tongeren et al., 2005; Zhang et al., 2019).

Insgesamt existieren jedoch unseres Wissens nach wenige Untersuchungen, welche
sich standardisiet mit der Darm- und Mundhohlen-Mikrobiota geriatrischer
Patient*innen, vor allem in Bezug auf das klinische Syndrom Gebrechlichkeit,
beschaftigen. Insbesondere der vergleichenden Analyse beider Mikrobiota von
Patient*innen im stationaren Setting ist bisher nach unserem Wissen wenig
nachgegangen worden. Uns ist bisher nur eine Studie bekannt, welche sich mit der
Darm-Mikrobiota von hospitalisierten Patient*innen beschaftigte (Zhang et al., 2019),
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allerdings bleibt hier der Vergleich zur Mundhohlen-Mikrobiota aus, wie es in unserer
Untersuchung stattgefunden hat.

1.5 Gebrechlichkeit als geriatrisches Syndrom

Dieser Abschnitt soll exakte Diagnosekriterien fur das geriatrische Syndrom
Gebrechlichkeit liefern. Fried et al. (2001) beschrieben Gebrechlichkeit erstmals als
ein geriatrisches Syndrom mit definierten Kriterien, was sehr wahrscheinlich immer
noch die meist-verwendete Definition des Syndroms in der wissenschaftlichen Literatur
ist. Laut derer Definition gilt jene Person als frail (dt. gebrechlich), die drei oder mehr
der folgenden Kriterien erfullt: unbeabsichtigter Gewichtsverlust, verstarkter
subjektiver Erschopfungsgrad, geringe korperliche Aktivitat, verlangerte Gehdauer,
geringe Handgreifkraft (Schwache). Personen, die ein oder zwei der genannten
Kriterien erfullen, werden als pre-frail (dt. pra-gebrechlich) eingestuft. Diese Personen
haben ein erhdhtes Risiko, innerhalb der nachsten drei bis vier Jahre frail zu werden
(Fried et al., 2001). Die exakte Definition der Kriterien erfolgt in Abschnitt 3.3.1. Die
Einteilung in die Gruppen frail, pre-frail und nicht frail wird auch fur diese Arbeit im
spateren Verlauf genutzt werden. Die Nutzung der Begriffe frail, pre-frail und nicht frail,
ohne Ubersetzung in die deutsche Sprache, bleibt erhalten.

Die Pravalenz fur Gebrechlichkeit steigt mit dem Alter. Eine Meta-Analyse aus 57
Studien zeigt, dass die Pravalenz fur Gebrechlichkeit im Allgemeinen bei alteren
Personen (hier im Mittel 78.6 Jahre) bei 27% liegt. Frauen sind dabei etwas haufiger
betroffen als Manner. Zudem gelten bei der Betrachtung von Personen in
Pflegeheimen deutlich mehr als frail (52%) als bei der Betrachtung Alterer in der
Gesamtbevolkerung. AuRerdem werden Daten fur die Pravalenz von Personen mit
Préa-Gebrechlichkeit geliefert. 36% der Personen gelten als pre-frail. In
Krankenhausern sind es ca. 40% der Patient*innen, in Pflegeheimen kann jede funfte
Person als pre-frail eingestuft werden (Veronese et al., 2021). Diese Zahlen
unterstutzen die Notwendigkeit von Untersuchungen des Mikrobioms vor allem von
hospitalisierten Patient*innen. Untersuchungen zeigen, dass sowohl Neuaufnahmen
in Pflegeheimen und Krankenhauser als auch die Sterblichkeitsrate mit einer erhohten
Gebrechlichkeit der entsprechenden Patient*innen verbunden sind (Fried et al., 2001;

Rockwood et al.,, 1999). Zudem konnte schon friuh gezeigt werden, dass die
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Gebrechlichkeit einer Person den Gesundheitsstatus und sogar die Mortalitat besser
voraussagen kann als das tatsachliche Alter der Person (Mitnitski et al., 2001).

Das fruhzeitige Erkennen von potentiell gefahrdeten Patient*innen hinsichtlich ihrer
Gebrechlichkeit ist somit von hoher Relevanz, um Hospitalisierungen, klinische
Ereignisse wie Stlrze oder eine eingeschrankte Mobilitat im Alter moglicherweise
verhindern zu konnen (Clegg et al., 2013; Speechley & Tinetti, 1991).

Anhand oben genannter Kriterien kann bereits ein Screening der Patient*innen auf
Gebrechlichkeit durchgefuhrt werden, auch zu einem Zeitpunkt, wenn diese noch
wenige oder keine funktionellen Einschrankungen zeigen (Fried et al., 2001). Auch
eine erganzende Untersuchung des Mikrobioms von Patient*innen konnte zum
frihzeitigen Erkennen von Gebrechlichkeit beitragen. Weiter kann eine Untersuchung
der Assoziationen zwischen Mikrobiom und Gebrechlichkeit potentiell helfen,

Ursachen von Gebrechlichkeit besser zu verstehen.

1.6 Handhabung von Mikrobiomproben

Da es sich bei Mikrobiomproben um zeitkritisches Material handelt, sollte eine
Probensammlung fokussiert und strukturiert, zum Beispiel in Zusammenarbeit mit
einer Biobank, erfolgen. In der Literatur finden sich unterschiedliche Definitionen des
Begriffs ,Biobank®. Die Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD) beschrieb eine Biobank 2006 als “eine Sammlung von Biomaterial und den
dazugehodrigen Meta-Daten, welche fur eine Gesellschaft in einem organisierten
System gelagert sind“ (Annaratone et al., 2021). Durch die Zusammenarbeit mit
Biobanken kann ein Umgang mit Bioproben nach Standard Operating Procedures
(SOP) erreicht werden. Solche SOP’s enthalten unter anderem Informationen zur
Akquise von Patient*innen, zur Gewinnung, zum Transport und zur Aufbewahrung des
Biomaterials, sowie zum Personal zur technischen Weiterverarbeitung oder der
Anonymisierung der Proben. SOP’s sind fur den Aufbau von Biobanken von
entscheidender Bedeutung und ermdglichen den Aufbau eines organisierten Systems
(Paskal et al., 2018).

Am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein (UKSH), Campus Kiel, bestehen mehrere
Biobanken, wobei eine strukturierte Sammlung von Bioproben insbesondere durch den

seit 2017 bestehenden Broad Consent (dt. breites Einwilligungsverfahren), der allen
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Patient*innen des UKSH vorgelegt (und im hohen Malle auch unterschrieben) wird,
erfolgt. Dies macht z.B. die Speicherung von zeitkritischen Materialien bis zur
Weiterverarbeitung moglich (Richter et al., 2018). Dieses Modell des Healthcare
Embedded Biobankings (dt. in das Gesundheitswesen integrierte Biobanking) ist in
seiner Form als revolutionar zu bezeichnen, da es ermdglicht, im Rahmen von
stationarer Behandlung und Routineuntersuchungen gewonnene Proben, ohne
weitere Einholung von Einwilligungen fur Forschungszwecke, zu verwenden. Das
UKSH ist in dieser Art der Probensammlung deutschlandweit deutlich fuhrend. Die
Speicherung von Biomaterialen in einer Biobank bringt immense Vorteile fur die
anschlielfende Forschung mit sich. Durch die strukturierte Arbeit mit Biobanken wird
ermoglicht, bei sich entwickelnden Fragestellungen, insbesondere im longitudinalen
Studiendesign, zu einem spateren Zeitpunkt auf gespeichertes Biomaterial
zuruckgreifen zu konnen (Paskal et al., 2018). Zudem ergibt sich durch die
Zusammenarbeit mit Biobanken die Moglichkeit, Bioproben nach und nach

einzuspeisen und zu einem spateren Zeitpunkt gebundelt zu analysieren.

Diese Studie war nach unserem Wissen die erste, welche nicht-genetisches Material,
d.h. Blut, Speichel- oder Stuhlproben, in die oben erwahnte Healthcare Embedded
Biobank des UKSH eingespeist hat.

13



2 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit untersucht Assoziationen zwischen dem menschlichen
Mikrobiom und Gebrechlichkeit als geriatrisches Syndrom in einer Kohorte von

stationaren geriatrischen Patient*innen.

Ziel dieser Arbeit soll es sein, ein besseres Verstandnis fur Alterungs- und
Krankheitsprozesse bei geriatrischen Patient*innen zu entwickeln. Dabei soll ein
besonderes Augenmerk auf das geriatrische Syndrom Gebrechlichkeit gelegt werden.
Diversitatsanalysen sollen Auskunft Uber die Artenvielfalt der Proben und deren
Unterschiedlichkeit untereinander liefern. Weiter sollen mittels Klassifikationsverfahren
und Analysen zur Abundanz bestimmter Taxa, Einblicke in die tatsachliche
Zusammensetzung der Darm- und Mundhohlen-Mikrobiota der Patient*innen gegeben
werden. Zudem soll diese Arbeit betrachten, ob der Gebrechlichkeits-Status einer
Person an der Darm-Mikrobiota besser abgebildet werden kann als an der
Mundhdhlen-Mikrobiota. Sollte die Diskriminierungsfahigkeit aus Stuhlproben groRer
sein, so ist diese Erkenntnis vor allem fur die weitere Sammlung von Biomaterialen
von Bedeutung. Erganzend soll sich diese Arbeit mit dem Aufbau einer Biobank
beschaftigen. Es soll beleuchtet werden, ob und wie die Gewinnung und Speicherung

von Biomaterialen alterer Patient*innen in den stationaren Kontext integrierbar sind.
Daraus ergeben sich folgende Hypothesen:

1) Die Darm- und Mundhohlen-Mikrobiota von geriatrischen Patient*innen mit
(Pré-)Gebrechlichkeit unterscheidet sich von jenen ohne Gebrechlichkeit
a) in der Alpha- und Beta-Diversitat.

b) in der Haufigkeit bestimmter Taxa.

2) Die Diskriminierungsfahigkeit bezuglich der Gebrechlichkeit von Personen ist
aus der Darm-Mikrobiota grof3er als aus der Mundhdhlen-Mikrobiota.

3) Die Gewinnung von Biomaterial von hospitalisierten geriatrischen

Patient*innen, derer Speicherung in einer Biobank und die sich anschliefende
Mikrobiom-Aufarbeitung ist moglich.
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3 Methoden

3.1 Studiendesign

Die Datenerhebung erfolgte von September 2018 bis April 2019 bei Patient*innen, die
im Rahmen einer frihrehabilitativen geriatrischen Komplexbehandlung am UKSH,
Campus Kiel behandelt wurden. Im Zuge ihres 14- bis 20-tagigen Aufenthaltes
nahmen die Patient*innen an der explorativen, prospektiven multizentrischen Studie
,Cognitive and Motor Interactions in the Older Population® (ComOn, (Geritz et al.,
2020)) teil. Im Kern erfasst die observationale ComOn Studie quantitative Daten von
Gang, Gleichgewicht und Kognition von Patient*innen mit unterschiedlichen
geriatrischen Krankheitsbildern. Ziele der Studie sind es zum einen, eine Verbindung
zwischen kognitiven Einschrankungen und Defiziten in Gang und Gleichgewicht
herstellen zu kdnnen. Zum anderen soll anhand der Daten der Therapieerfolg der
geriatrischen Komplexbehandlung untersucht werden. Mit der Absicht, einen moglichst
umfangreichen Einblick in Korperfunktionen und -struktur von geriatrischen
Patient*innen im Sinne eines ganzheitlichen Ansatzes gewinnen zu konnen, wurden
von einer Subgruppe zusatzliche Daten (u.a. Bioproben, Bilddaten, Daten zur
Ernahrungssituation) erhoben.

Die Datenerhebung erfolgt in der ComOn Studie zu definierten Zeitpunkten. Die ersten
Untersuchungen erfolgen innerhalb der ersten beiden Tage nach stationarer
Aufnahme auf die geriatrische Station (T1). Der zweite Untersuchungszeitraum liegt in
den letzten beiden Tagen vor Entlassung (T2).

Fir die Teilnahme an der ComOn Studie mussten die Einschlusskriterien erfullt sein.
Die Patient*innen waren entweder >70 Jahre alt oder litten bei einem Alter zwischen
50 und 69 Jahren unter mindestens zwei chronischen Erkrankungen. Weitere
Einschlusskriterien umfassten die Fahigkeit ohne fremde Hilfe fur mindestens zehn
Sekunden stehen und eine Strecke von mindestens drei Meter zurucklegen zu konnen.
Dafur durften auch Gehhilfen verwendet werden. Ausschlusskriterien fur die
Teilnahme waren weniger als funf Punkte im Montreal Cognitive Assessment (MoCA),
chronischer oder akuter Medikamenten-Abusus, eine Sehscharfe <60%, schwere
Bewusstseinsstorungen oder mehr als zwei Sturze innerhalb der letzten Woche (Geritz
et al., 2020).
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Die Eignung der Patient*innen fur die erweiterte Teilnahme am Projekt ,Bioproben”
wurde individuell durch das Untersucherteam gepruft. Die Patient*innen mussten in
der Lage sein, selbststandig eine Stuhlprobe in den zur Verfigung gestellten
Toilettenstuhl abzugeben. Zudem war es wichtig, dass die Abgabe der Stuhlprobe in
den ersten beiden Tagen des stationaren Aufenthaltes erfolgte, um eine Veranderung
des intestinalen Mikrobioms durch eine etwaige verlangerte Transitzeit
auszuschlieflen. Mit Hilfe eines Fragebogens zu den Ernahrungsgewohnheiten der
Personen wurde zudem die Einnahme von Antibiotika in den letzten sechs Monaten
und in den letzten sechs Wochen abgefragt. Patient*innen, welche die Einnahme von
Antibiotika in den vergangenen sechs Wochen angaben, wurden aus weiteren
Untersuchungen ausgeschlossen.

3.2 Aufbau der Biobank

Mit Beginn der Datenerhebung fur diese Arbeit begann der Aufbau der in Abschnitt 1.6
erwahnten Biobank am UKSH, Campus Kiel. Das Material fur die Biobank wurde
zunachst ausschlieBlich von den Teilnehmer*innen der ComOn Studie gewonnen.
Zusatzlich zur Einwilligung in die ComOn Studie mussten die teilnehmenden Personen
einer Entnahme von Biomaterial in Form des Broad Consent schriftlich zustimmen
(Richter et al., 2018). Das entnommene Biomaterial umfasste zwei Stuhl- und zwei
Speichelproben, zwei EDTA-K-Monovetten (Plasma) und eine S-Monovette (Serum),
zusatzlich eine EDTA-Monovette (Plasma). Abbildung 3 zeigt die der ComOn Studie
angepassten Entnahmezeitpunkte und die sich anschlieRenden Verarbeitungsschritte
der Bioproben. Die Stuhl- und Speichelproben sowie das EDTA-BIut sollten moglichst
zeitnah zur Entnahme bei -80°C tiefgefroren werden. Die weiteren Blutproben wurden
zentrifugiert und als Aliquots bis zur weiteren Verarbeitung ebenso tiefgefroren. Dabei
entstanden zwei Aliquots pro EDTA-K-Monovette, vier Aliquots pro S-Monovette und
ein Aliquot mit Buffy Coat. Durch die gesonderte Aufbewahrung in Aliquots sollte die
Moglichkeit der Nutzung der Proben fur unterschiedliche Fragestellungen gegeben
werden. Zur Anonymisierung wurden alle Proben mit Nummern versehen und digital
den ComOn-Pseudonymen zugeordnet, sodass die Mdglichkeit einer anschlieRenden
Ruckverfolgbarkeit und der Zuordnung der Proben zu weiteren Patienteninformationen
unter Berucksichtigung der Datenschutzverordnung gegeben war. Alle
Datenschutzregeln wurden im Broad Consent geregelt.
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T1 |:> T2

Aufbewahrung bei -80°C in der Aufbewahrung bei -80°C in der
Klinik fir Neurologie: Klinik fiir Neurologie:

- 1 Stuhlprobe - 1 Stuhlprobe

- 1 Speichelprobe - 1 Speichelprobe

- 1 EDTA-Monovette Dauer bis Tiefkiihlung: max. 24 Stunden
Dauer bis Tiefkiihlung: max. 24 Stunden

Aufbewahrung als Aliquots im
Institut fur Klinische Chemie:

- 2 EDTA-K-Monovetten Abbildung  3:  Entnahmezeitpunkte  und
Verarbeitungsschritte des Biomaterials zum
Aufbau einer Biobank. (Abbildung selbst
- 1 S-Monovette erstellt) T1: Erster Entnahmezeitpunkt im
Rahmen der ComOn Studie, T2: Zweiter
Entnahmezeitpunkt

— 2 Aliquots / Monovette

— 4 Aliquots / Monovette

3.3 Messinstrumente

Alle verwendeten Messinstrumente waren Teil der ComOn-Messbatterie, deren
ausfuhrliches Protokoll an anderer Stelle veroffentlicht wurde (Geritz et al., 2020). Far
die Einteilung der Patient*innen in die Gruppen frail, pre-frail und nicht frail wurden das
Mini Nutritional Assessment (MNA), die FRAIL-Skala, der International Physical
Activity Questionaire (IPAQ), die Short Physical Performance Battery (SPPB) und das
Jamar hydraulic hand dynamometer zur Messung der Handgreifkraft verwendet.

Der MNA (Guigoz et al., 1996) misst den Ernahrungsstatus von alteren Patient*innen.
Er ist aufgeteilt in eine Short Form (MNA-SF, Screening) mit sechs Items und eine
Long Form (MNA-LF), welche aus der Short Form und 12 weiteren ltems, dem
Assessment, besteht. Der Test beinhaltet anthropometrische Messungen, Fragen zu
Lebensstil, Medikation und Mobilitdt, diatetische Fragen, sowie Fragen zur
gesundheitlichen Selbsteinschatzung der Person. Insgesamt kdonnen 30 Punkte
erreicht werden. Bei 224 Punkten wird der Ernahrungszustand der Person als normal
eingestuft, bei 17 bis 23.5 Punkten besteht ein Risiko fur Mangelernahrung, ein
Ergebnis von <17 Punkten spricht fur das Vorliegen einer Mangelernahrung. Mit einer
Testdauer von ca. 15 Minuten ist der MNA relativ gut in den klinischen Alltag der
Patient*innen integrierbar. Studien haben gezeigt, dass das Ergebnis des MNAs in
92% der Falle mit dem rein klinischen Status der Patient*innen ubereinstimmt. Wird
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der klinische Status durch anthropometrische und biochemische Daten, wie Albumin
und Cholesterol, erganzt, so stimmt das Ergebnis des MNAs in 98% der Falle mit
diesem Status Uberein (Guigoz et al., 1994). Der Fragebogen kann selbststandig von
der Testperson beantwortet werden. In dieser Arbeit haben die Patient*innen, soweit
notig, Hilfestellung beim Ausfullen des Fragebogens erhalten.

Die FRAIL-Skala (Morley et al., 2012) beinhaltet funf Fragen zu Fatique, Resistance,
Aerobic, llinesses und Loss of Weight. Fur jede Frage kann ein Punkt vergeben
werden. Anhand der erreichten Punktzahl werden die Patient*innen in frail (3-5
Punkte), pre-frail (1-2 Punkte) und robust (0 Punkte) eingeteilt. Die Autor*innen der
FRAIL-Skala heben hervor, dass diese sogar durch die zu testende Person oder
Angehorige selbst ausgefullt werden kann und die Ermittlung des Punktwertes somit

keine Hurde im Klinikalltag darstellt.

Der IPAQ (Craig et al., 2003) misst die physische Aktivitat der Testpersonen in den
letzten sieben Tage in Stunden und Minuten. Der Test unterscheidet zwischen
anstrengenden und moderaten korperlichen Aktivitaten. AuRerdem wird die Zeit
abgefragt, die man mit Gehen bzw. Sitzen verbracht hat. Die Auswertung des IPAQ’s
orientierte sich an den Regeln des IPAQ Scoring Protocols (IPAQ Research
Committee, 2005). Das Manual unterscheidet drei Kategorien (nicht ausreichende
Aktivitat, ausreichende Aktivitdt und hochaktive Aktivitat), in welche die Personen
anhand ihrer Angaben eingeordnet werden konnen.

Die SPPB (Guralnik et al., 1994) beinhaltet Balance-, Gang-, Starke- und Ausdauer-
Tests und kann so Aussagen Uber den funktionellen Status einer Person geben. Fur
diese Arbeit ist die Messung der Gehdauer fur eine Strecke von 4m von Interesse. Zur
Ermittlung wird die Person gebeten, auf Kommando eine Strecke von 4m so zugig,

aber gleichzeitig sicher wie moglich, zuruckzulegen.

Zur Messung der Handgreifkraft wurde das Jamar hydraulic hand dynamometer
(AFH, Lugde, Germany) verwendet (Roberts et al., 2011). Die Testperson wird
gebeten, das Hand-Dynamometer auf Kommando so fest wie mdglich
zusammenzudrucken. Jede Seite wird zweimal im Wechsel getestet und das Ergebnis
in kg angegeben. Uber das Ergebnis der Handgreifkrafts-Messung kénnen
Ruckschlisse auf die Muskelkraft der Person gezogen werden.
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3.3.1 Adaptation der Messinstrumente an das Gebrechlichkeits-Konzept
Im Gebrechlichkeits-Konzept von Fried et al. (2001) werden exakte Regeln definiert,
wonach die Personen in die Gruppen frail, pre-frail und nicht frail eingeordnet werden
(Fried et al., 2001). Da es sich bei der ComOn Studie um eine multizentrische und vor
allem explorative Studie handelt und die Instrumentenauswahl allen Teilaspekten der
Studie gerecht werden muss, konnten diese exakten Definitionskriterien nicht in allen
Punkten unverandert fur unsere Gruppe an Patient*innen GUbernommen werden. Trotz
dieser Einschrankung kann nach Angabe der Studienleitung davon ausgegangen
werden, dass die teils alternativ gewahlten Messinstrumente in ihrer Bedeutung derer
von Fried et al. (2001) derartig ahneln, dass bei praktisch allen
Studienteilnehmer*innen die gleiche Gruppenzuordnung erfolgt, wie sie bei einer
exakten Umsetzung der Definitionskriterien erfolgen wurde. Dies ist im Folgenden
genauer dargestellt.

Der unbeabsichtigte Gewichtsverlust wird im Gebrechlichkeits-Konzept definiert als
ungewollte Abnahme von 10 Pfund (=4.53 kg) innerhalb des letzten Jahres. Sobald
dieses auf eine Person zutrifft, wird ein Punkt vergeben. In der vorgelegten Arbeit
erhalt die Person einen Punkt, sobald die Variable B des MNAs (Gewichtsverlust in
den letzten 3 Monaten) mit Gewichtsverlust > 3kg oder Gewichtsverlust zwischen 1
und 3 kg beantwortet wird.

Zur Einordnung des verstarkten subjektiven Erschopfungsgrades einer Person
nutzt das Gebrechlichkeits-Konzept die CES-D Depression Scale, welche nicht Teil
der ComOn-Messbatterie ist. Stattdessen wird in dieser Arbeit das Fatique-ltem
(Erschopfungs-ltem) der FRAIL-Skala genutzt und ein Punkt vergeben, sobald dieses
bejaht wird.

Zur Messung der korperlichen Aktivitat orientiert sich das Gebrechlichkeits-Konzept
an der short version of the Minnesota Leisure Time Activity questionnaire. Hier erfolgt
die Punktvergabe anhand der durch korperliche Aktivitat verbrauchten Kilokalorien pro
Woche. Die hier vorgelegte Arbeit orientiert sich bei Vergabe von Punkten an den
Ergebnissen des IPAQs. Ein Punkt wird vergeben bei der Zuordnung der Person zur
Kategorie nicht ausreichende Aktivitét.

Fur die Bewertung der Gehdauer sind im Gebrechlichkeits-Konzept cut-off-Werte fur
eine Gehstrecke von 15 Fuld (=4.572m) festgelegt. Die cut-off-Werte orientieren sich
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am Geschlecht und der Korpergrofl3e der Person. Frauen <1.59m und Manner £1.73m
Korpergrofle bekommen einen Punkt, wenn sie 27 Sekunden fur das Zurtcklegen der
Strecke bendtigen. Frauen >1.59m und Manner >1.73m Korpergro3e bekommen den
Punkt bei einer Gehzeit von 26 Sekunden. Fur diese Untersuchung wurde die
Gehstrecke aus der SPPB (4m) an das Gebrechlichkeits-Konzept von Fried et al.
(2001) adaptiert und die Zeiten auf eine Strecke von 15 Ful} (=4.572m) kalkuliert.

Die Definitionskriterien zur Messung der Handgreifkraft konnten in dieser Arbeit nach

dem Gebrechlichkeits-Konzept umgesetzt werden.

3.4 Durchfiuhrung

Neben der Aufklarung Uber die ComOn Studie, erfolgte die Aufklarung uber die
zusatzliche Entnahme von Bioproben (Stuhl, Speichel, Blut) und somit Gber die
Teilnahme am Projekt ,Bioproben“ der ComOn Studie im Laufe ihres Aufenthaltes. Erst
nach schriftlicher Einwilligung der Patient*innen in sowohl die ComOn Studie als auch
in das Projekt ,Bioproben®, begannen die Untersuchungen innerhalb der ersten beiden
stationaren Tage. Fur das Projekt liegt ein positives Ethikvotum der Ethikkommission
der Medizinischen Fakultat der Christian-Albrechts-Universitat Kiel vor
(Prafantragsnummer:  427/17). Diese  Arbeit  betrachtet Daten  zum

Untersuchungszeitraum T1.

Zu Beginn des Aufenthaltes wurde eine ausfuhrliche Anamnese durchgefuhrt. Im Zuge
einer Befragung zu den Ernahrungsgewohnheiten der Person wurde der MNA, die
Korpergrofle, das Korpergewicht sowie der Body Mass Index (BMI) erhoben. Die
Gehdauer und die Handgreifkraft wurden als Teil der motorischen Untersuchung der
ComOn Studie erhoben. Die FRAIL-Skala und der IPAQ wurden von den Patient*innen
selbststandig im Verlauf des Aufenthaltes ausgefullt. Bei Bedarf wurde hier
Unterstutzung angeboten. In Zusammenschau der Daten wurden die Patient*innen in
die drei Gruppen frail, pre-frail und nicht frail eingeteilt. Details zur Einteilung werden
in Abschnitt 4.2 erlautert. Die Stuhlprobe wurde aus dem ersten auf Station
abgesetzten Stuhlgang entnommen. Den Patient*innen wurde dafur ein Toilettenstuhl
zur Verfugung gestellt, aus welchem im Anschluss die Probe gewonnen werden
konnte. Die Speichelprobe konnte mittels Speichelswap an der Mundschleimhaut
abgenommen werden. Die Entnahme erfolgte zeitnah zur Abgabe der Stuhlprobe.
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Auch die Blutproben fur den Aufbau der Biobank wurden in den ersten beiden
stationaren Tagen abgenommen. Stuhl- und Speichelproben wurden bis zur
Weiterverarbeitung bei -80°C tiefgefroren. Die Mikrobiomanalysen aus Stuhl und
Speichel erfolgten in Zusammenarbeit mit dem Institute of Clinical Molecular Biology
(IKMB) der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel. Das Mikrobiom wurde mittels 16S
rRNA-Sequenzierung analysiert und die Rohdaten zur weiteren Analyse zur Verfugung
gestellt. Die Analysen wurden auf Gattungs-Ebene durchgefuhrt. Die Blutproben
wurden im Institut fur klinische Chemie des UKSH, Campus Kiel eingelagert.

3.5 Statistische Analysen

Fir die statistischen Analysen wurden die Statistik Programme R (Version 4.1.3) und
SPSS (Version 21) genutzt. Insgesamt wurde fur die Analysen von einem
Signifikanzniveau von p=0.05 ausgegangen.

Als personenbezogene Daten wurde das Geschlecht, das Alter, der BMI und die
Primardiagnose verwendet. Die Beschreibung der klinischen und demografischen
Daten (MNA, FRAIL-Skala, IPAQ, Gehdauer und Handgreifkraft) erfolgte mittels
deskriptiver Statistik (Anzahl der Daten, Mittelwert, Standardabweichung, Median und
Spannweite der Daten).

Far die Mikrobiomanalysen wurde das Statistik Programm R (Version 4.1.3) genutzt.

Zur Uberpriifung der Hypothese 1a) wurde das vegan-Package verwendet. Dieses
enthalt Methoden zur Analyse von sowohl Alpha- als auch Beta-Diversitaten
(Oksanen, 2020).

Fur die Analyse der Alpha-Diversitat wurden Richness, Evenness, der Chao-1-Index
und der Shannon-Index berechnet. Die Anzahl an beobachteten (nicht unbedingt
tatsachlichen) Taxa in einer Probe wird durch die Richness ausgedruckt. Die Evenness
trifft Aussagen uber die Gleichheit von Proben. Aus der Evenness kann demnach
abgeleitet werden, ob alle beobachteten Taxa in einer Probe gleich haufig vorkommen
und somit die gleiche Abundanz haben, oder ob ein Taxon haufiger vorliegt und somit
abundanter ist als andere (Tijs et al., 2020). Der Chao-1-Index versucht die
tatsachliche totale Richness abzuschatzen, er gibt also die Anzahl der Taxa in einer
Probe an. Dabei wird nicht betrachtet, wie abundant das einzelne Taxon in einer Probe
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ist. Der Shannon-Index misst Richness und Evenness und kann dadurch auch
Aussagen uber die Abundanz treffen. Der Wert des Shannon-Index steigt, je gro3er
die Abundanz ist und kann maximal 5.0 betragen (Qian et al., 2020; Tijs et al., 2020).
AnschlieBend wurden die Werte mit Hilfe des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests auf
statistische Signifikanz Uberpruft.

Fur die Korrelationsanalysen wurde der Spearman’s Korrelationskoeffezient
(Spearman’s rho) berechnet, da die Voraussetzung der Normalverteilung fur Pearson
nach Prufung der Daten mittels Shapiro-Wilk-Test verletzt war. In die Analysen wurden
der Chao-1-Index als Index fur die Alpha-Diversitat, sowohl fur Stuhl- als auch fur
Speichelproben, das Gesamtergebnis des MNAs, die Variable B des MNAs
(Gewichtsverlust), die FRAIL-Skala, der IPAQ, die Gehdauer, die Handgreifkraft, der
BMI, das Alter, das Geschlecht und die Lange der Schulausbildung eingeschlossen.
Die Korrelationsanalysen dienten dazu, etwaige Zusammenhange zwischen der
Alpha-Diversitat und den einzelnen Parametern des Gebrechlichkeits-Konzeptes von
Fried et al. (2001) zu erkennen.

Die Beta-Diversitaten wurden zunachst als Non Metric Multidimensional Scaling
(NMDS) (Kruskal, 1964) dargestellt. Wahrend die Alpha-Diversitat ein Mal fur die
Bakterienvielfalt innerhalb einer Probe ist, gilt die Beta-Diversitat als ein MaR fur die
Unterschiedlichkeit der Proben untereinander. Je weiter zwei Proben in der NMDS
voneinander entfernt liegen, desto unterschiedlicher sind sich diese Proben (Kruskal,
1964). Als Abstandsmal® wurde Bray-Curtis gewahlt. Bei Bray-Curtis handelt es sich
um ein quantitatives Abstandsmal}, welches sich auf Abundanzunterschiede in den
Proben bezieht (Tijs et al., 2020).

Zur statistischen Uberpriifung dieser visualisierten Unterschiedlichkeit von Proben
wurde eine PERMANOVA (Permutational Analysis of Variance) gerechnet. Hier
werden nicht die einzelnen Proben, sondern Gruppen von Proben, im Falle dieser
Arbeit die Proben der Gruppen frail, pre-frail und nicht frail, betrachtet. Der Test
vergleicht die Verteilung dieser Gruppen in einem multidimensionalen Raum. Lagen
die Proben exakt aufeinander, so kdnnte davon ausgegangen werden, dass diese
identisch seien. Unter Angabe des p-Wertes kann auf die statistische Signifikanz
geschlossen werden (Anderson, 2001).
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Zur Uberpriifung der Hypothese 1b) wurde zundchst das randomForest-Package
genutzt, welches Moglichkeiten zur Klassifikation bietet. Ein Random Forest ist ein
Klassifikationsverfahren, das aus mehreren Entscheidungsbaumen besteht. Jeder
,B8aum im Wald“ fallt eine Entscheidung, in diesem Fall Gber das Taxon, welches fur
die Unterscheidung frail, pre-frail und nicht frail am wichtigsten ist. Am Ende werden
die Entscheidungen aller Baume betrachtet und die Taxa mit den meisten Stimmen als
die wichtigsten erkannt (Breiman, 2001). Als Index hierfur wird der Mean Decrease
Gini (MDG) genutzt. Dieser gibt die Wichtigkeit des eingeordneten Taxons an (Han et
al., 2016).

AnschlieRend wurde das DESeq2-package genutzt. DESeq2 erlaubt es, eine Aussage
uber die tatsachliche Anzahl an Genen eines Mikroorganismus® in einer Probe treffen
zu kénnen. Es kdnnen somit Aussagen uber die Abundanz getroffen werden (Love et
al., 2014). Ziel der DESeqg2-Analyse ist die Identifikation von unterschiedlich
exprimierten Genen zwischen Gruppen, hier den Gruppen frail, pre-frail und nicht frail.
Dafur werden negative binomial generalized linear models genutzt. Die DESeq2-
Analyse berechnet Verhaltnisse zwischen den durchschnittlichen Haufigkeiten von
Taxa in den Gruppen. Die Verhaltnisse werden in logarithmischer Schreibweise
angegeben und als LogFoldChange (LFC) benannt. Ein positiver bzw. negativer LFC
gibt die Richtung des unterschiedlich exprimierten Genmaterials in den Gruppen an
(Love et al., 2014). Zur Testung der unterschiedlichen Expression von Genen in den
Gruppen auf statistische Signifikanz wird der Wald Test angewandt und der p-Wert auf

multiples Testen korrigiert und als padj. angegeben (Love et al., 2014).

Zur Uberprifung der Hypothese 2) wurden die Ergebnisse der statistischen Analysen
aus 1a) und 1b) betrachtet und hinsichtlich der gro3eren Diskriminierungsfahigkeit
eines Biomaterials interpretiert.

Zur Uberpriifung der Hypothese 3) wurden keine statistischen Verfahren angewendet.

Die Frage wurde auf einer rein beobachtenden Grundlage beantwortet.
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4 Ergebnisse

41 Studienpopulation

In die Untersuchung wurden n=32 Patient*innen eingeschlossen. Von diesen waren
19 (60%) Frauen und 13 (40%) Manner. Im Mittel waren die Patient*innen 79 Jahre alt
(Spannweite: 9 Jahre). Die Daten wurden von geriatrischen Patient*innen sowohl mit
neurologischer (n=25, 78%), als auch mit internistischer Primardiagnose (n=7, 22%)

erhoben.

Einen Uberblick Uber die klinischen und demografischen Daten, welche fir die
Einteilung der Patient*innen in die Gruppen frail, pre-frail und nicht frail genutzt worden
sind, liefert Tabelle 2. Zudem wurde das Erschopfungs-ltem der FRAIL-Skala

abgefragt. Hier gaben 13 Personen an, sich erschopft oder mude zu fuhlen.

Parameter N M (SD) Median [Min; Max]
MNA-Gesamt 30 23.3 (3.8) 24 [13; 29]
IPAQ 19 2.1(0.8) 2 [1; 3]
Gehdauer fur eine

30 9.1 (44) 8 [5; 27]
Strecke von 4m [sek]
Handgreifkraft [kg] 32 21.5(10.1) 20 [9; 48]
BMI [kg/m?] 31 26.1 (4.6) 26 [18; 37]
Alter [Jahre] 32 78.9 (9.3) 81 [56; 96]

Tabelle 2: Klinische und Demografische Daten. N: Anzahl; M: Mittelwert; SD:
Standardabweichung; MNA: Mini Nutritional Index, IPAQ: International Physical Activity
Questionaire, BMI: Body Mass Index

4.2 Gruppeneinteilung
Zur Uberpriifung der Hypothesen wurden die 32 Patient*innen anhand der genannten

Kriterien in die Gruppen frail, pre-frail und nicht frail eingeteilt.

Sieben Personen konnten aufgrund unvollstandiger Datensatze keiner Gruppe
zugeordnet werden. Lediglich ein Patient galt der Definition nach als nicht frail, auch
dieser wurde aus weiteren Analysen ausgeschlossen. 13 Patient*innen konnten als

frail und elf Patient*innen als pre-frail klassifiziert werden.
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Patient*innen
n=32
7 Patient*innen mit unvollstandigem
Datensatz
[ |
frail pre-frail nicht frail
n=13 (54%) n=11 (46%) n=1
Stuhlproben | | | Stuhlproben
n=12 n=11
Speichelproben|| _|Speichelproben
n=13 n=11

Abbildung 4: Gruppeneinteilung (Abbildung selbst erstellt)

4.3

Fur die Darstellung der Alpha-Diversitat wurden die Richness, die Evenness, der

Alpha-Diversitat

Chao-1-Index und der Shannon-Index fur sowohl Stuhl- als auch Speichelproben
berechnet und die Werte anschlieRend mit Hilfe des Wilcoxon-Mann-Whitney-Test auf

statistische Signifikanz untersucht.

Zunachst wurden die Stuhlproben der Personen betrachtet. Die Mittelwerte fur die
Richness an Arten in den Gruppen frail und pre-frail betrugen 63.08 bzw. 63.00
(p=0.8293). In den Stuhlproben sowohl von frail-Patient*innen als auch von pre-frail-
Patient*innen wurden demnach im Mittel 63 unterschiedliche Taxa gefunden. Die
Mittelwerte fir den Chao-1-Index fur die frail- bzw. die pre-frail-Gruppe betrugen 72.38
und 71.01 (p=0.6665). Im Mittel waren die Werte fur den Chao-1-Index hoher als die
Richness. Es existierte demnach eine Anzahl an Taxa, welche in den Proben
vorhanden, aber in der Richness aufgrund einer nicht ausreichenden
Sequenzierungstiefe nicht erfasst werden konnte. Die Eveness, als Mal fur die
Gleichheit, fur die Gruppen frail und pre-frail lag bei 0.61 bzw. 0.62 (p=0.9264). Die
Mittelwerte fur den Shannon-Index in den Gruppen frail bzw. pre-frail betrugen 2.52
bzw. 2.55 (p=0.6891). Insgesamt lieRen sich keine signifikanten Unterschiede in der

Alpha-Diversitat zwischen den beiden Gruppen erkennen.
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Es zeigten sich positive Korrelationen zwischen dem Chao-1-Index in Stuhlproben und
der Gehdauer der Personen als ein Parameter der Einteilung in die beiden Gruppen
(spearman’s roh=0.390, p=0.037). Daruber hinaus zeigten sich keine signifikanten

Korrelationen.

Auch bei Betrachtung der Speichelproben zeigten sich in den Indices der Alpha-
Diversitat keine statistisch signifikanten Unterschiede. Im Mittel fanden sich in den
Speichelproben von frail-Patient*innen 56 verschiedene Taxa und in den Proben der
Patient*innen in der pre-frail-Gruppe 63 (p=0.3841). Auch der Shannon-Index gab
keinen Hinweis auf eine Unterschiedlichkeit in der Alpha-Diversitat. Die Werte
betrugen fur die frail bzw. fur die pre-frail-Gruppe 2.24 bzw. 2.38 (p=0.862).

Tabelle 3 gibt einen Uberblick lber die Indices. Abbildung 5 illustriert diese grafisch
als Box-Plots.
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a) Stuhlproben b) Speichelproben

N M (SD) Median  [Min; Max] W-Wert p-Wert | N M (SD) Median  [Min; Max] W-Wert p-Wert
Richness 70 0.8293 56 0.3841
Frail 12 63.08 (14.91) 67 34; 81 13 56.31(16.17) 54 16; 78
Pre-frail 11 63.00 (10.82) 66 41;79 11 63.18 (15.32) 60 33; 88
Chao-1-Index 74 0.6665 50 0.2237
Frail 12 72.38 (17.88) 76 39.0;97.0 13  66.73 (21.21) 73 16; 100
Pre-frail 11 71.01(7.02) 71 59.5; 83.5 11 79.7 (20.92) 85 42; 111
Eveness 64 0.9264 80 0.643
Frail 12 0.61(0.07) 0.62 0.48; 0.69 13 0.55(0.16) 0.6 0.2;0.72
Pre-frail 11 0.62 (0.07) 0.6 0.50; 0.74 11 0.57 (0.07) 0.58 0.48; 0.71
Shannon-Index 59 0.6891 75 0.862
Frail 12 2.52(0.33) 2.53 1.71; 2.98 13 224 (0.73) 2.44 0.55; 3.15
Pre-frail 11 2.55(0.35) 2.56 1.97; 2.99 11  2.38(0.4) 2.35 1.71; 3.11

Tabelle 3: Indices der Alpha-Diversitat flr die Gruppen frail bzw. pre-frail in a) Stuhlproben und b) Speichelproben. N: Anzahl, M: Mittelwert, SD:
Standardabweichung
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a) Stuhlproben
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Abbildung 5: Darstellung von Richness (A), Chao-1-Index (B), Eveness (C) und Shannon-
Index (D) der frail-Gruppe (tlrkis) und der pre-frail-Gruppe (rot) in a) Stuhlproben und b)
Speichelproben. Die Indices werden ohne Einheit ausgedriickt.
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44 Beta-Diversitat

Zur Darstellung der Beta-Diversitat der beiden Gruppen frail bzw. pre-frail in Stuhl- und
Speichelproben wurde eine NMDS durchgefuhrt und die Ergebnisse teilweise in einem
Spiderdiagramm verbildlicht. Als Abstandsmal® wurde Bray-Curtis verwendet.
Anschliel3end folgte eine Prufung der Ergebnisse auf statistische Signifikanz. Hierfur
wurde eine PERMANOVA gerechnet.

Zunachst folgt die Betrachtung der Stuhlproben. Die Ergebnisse der NMDS sind in
Abbildung 6 dargestellt. In diesem Spiderdiagramm wird jede Probe als Punkt
abgebildet. Stuhlproben von frail-Patient*innen sind rot, Stuhlproben von pre-frail-
Patient*innen tirkis eingefarbt. Es war erkennbar, dass sich die Proben weder in ihrer
Intra-Variabilitat, also in der Unterschiedlichkeit in der Zusammensetzung des
Mikrobioms innerhalb einer Gruppe, noch in der Inter-Variabilitat, der

Unterschiedlichkeit zwischen den beiden Gruppen, unterschieden.

T
— : o
0.0 JPH
ot
o Jf |\ FRAIL
U) “\
(@) frail
= x
Z @ pre-frail
4 b
1.0+ T T T T T
1.0 0.5 0.0 0.5 1.0
NMDS1

Abbildung 6: Die Verteilung der frail-Gruppe (rot) bzw. pre-frail-Gruppe (turkis) in der NMDS
mit Bray-Curtis-Abstandsmaf}

Zur statistischen Uberpriifung wurde, neben der Veranschaulichung der Daten im
Spiderdiagramm, eine PERMANOVA gerechnet. Als Abstandsmald wurde, wie auch
bei der NMDS, Bray-Curtis genutzt. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten
Ergebnisse (p=0.77).
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Auch fur die Speichelproben wurde eine PERMANOVA gerechnet. Genauso wie bei
der Analyse der Stuhlproben zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede
(p=0.849).

Erganzend wurde an dieser Stelle die Beta-Diversitat der Stuhl- und Speichelproben
der Patient*innen verglichen. Dazu wurden alle Bioproben betrachtet und in die
Gruppen Stuhl (turkis) bzw. Speichel (rot) unterteilt. Schon in der NMDS war
ersichtlich, dass sich die Stuhl- bzw. Speichelproben untereinander ahnlich waren,
jedoch die Inter-Variabilitat der beiden Gruppen optisch grof3 erschien. Zur Prufung auf
statistische Signifikanz folgte eine PERMANOVA. Hier bestatigte sich die hohe Beta-
Diversitat zwischen den Gruppen (p=0.001).

Biomaterial

. Speichel
0.0 4
| . @ Stuhl

o . )

5

NMDS2

T T T
N 4

NMDS1

Abbildung 7: Die Verteilung von Speichelproben (rot) bzw. Stuhlproben (turkis) in der NMDS
mit Bray-Curtis-Abstandsmaf}

4.5 Random Forest-Analyse

Mittels des Random Forest-Algorithmus® wurde eine Kilassifikation durchgefihrt.
Hiermit soll gezeigt werden, welche Taxa bei der Unterscheidung zwischen frail und
pre-frail in Stuhl- und Speichelproben am wichtigsten sind. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 8 gezeigt. Hier werden die jeweils zehn wichtigsten Taxa abgebildet. Je
hoher der MDG, desto wichtiger ist die Variable fur die Unterscheidung.

In Bezug auf die Unterscheidung zwischen frail und pre-frail in Stuhlproben stellte die
Bakteriengattung Intestinimonas mit einem MDG von 0.31 und einer Fehlerrate von

33% das bedeutendste Unterscheidungskriterium dar. Bei der Betrachtung von
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Stuhlproben ausschliel3lich weiblicher oder mannlicher Patient*innen lie3 sich die
Gattung Intestinimonas wiederum nicht als Unterscheidungsmerkmal ausmachen. Mit
einem MDG von 0.15 stellte die Gattung Dialister bei Frauen das wichtigste Kriterium
dar, bei Mannern war es mit einem MDG von 0.06 die Gattung Parasutterella. Die
Fehlerrate lag jeweils bei 67%.

In den Speichelproben stellten sich die Gattungen Streptococcus (MDG=0.31) und
Lachnoanaerobaculum (MDG=0.28) als die wichtigsten Unterscheidungsmerkmale
zwischen den Gruppen frail und pre-frail heraus. Die Fehlerrate lag hier allerdings bei
73%. Auch bei der Betrachtung der Speichelproben nur von weiblichen Patientinnen
konnte die Gattung Lachnoanaerobaculum als eines der zehn wichtigsten
Unterscheidungsmerkmale herausgearbeitet werden (MDG=0.12). Bei den Proben
mannlicher Patienten war die Gattung Campylobacter mit einem MDG von 0.16 das
wichtigste Kriterium zur Unterscheidung. Allerdings lag die Fehlerrate bei der nach
Geschlechtern getrennten Betrachtung von Stuhl- und Speichelproben jeweils bei Uber
50% (89% bei Frauen und 83% bei Mannern).
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Abbildung 8: Die zehn wichtigsten Taxa zur Unterscheidung zwischen frail und pre-frail bei
Frauen und Mannern in a) Stuhlproben und b) Speichelproben. Der Mean Decrease Gini wird
als Index einheitslos angegeben.
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4.6 DESeg2-Analysen

Zur quantitativen Analyse von Abundanzen in den jeweiligen Stuhl- und
Speichelproben wurde eine DESeq2-Analyse via negative binomial generalized linear
models durchgefuhrt.

In der DESeg2-Analyse aus Stuhlproben fanden sich funf Taxa, welche statistisch
signifikant unterschiedlich abundant zwischen den Gruppen frail und pre-frail waren.
Darunter waren die Bakteriengattungen Intestinimonas und Anaerotruncus. Tabelle 4
zeigt die Ergebnisse der Analyse. Der BaseMean gibt die durchschnittliche Anzahl an
Genen fur die jeweils aufgelisteten Taxa in der Probe an. Am LFC ist erkennbar, in
welcher Gruppe die jeweiligen Taxa hoher abundant sind. Negative Werte zeigen eine
hohere Abundanz der Taxa in der frail-Gruppe an. So war beispielsweise die Gattung
Intestinimonas mit einem adjustierten p-Wert von 0.0001 in der frail-Gruppe hoher
abundant als in der pre-frail-Gruppe (LFC=-6.17).

Taxa BaseMean LFC }1’-\?5'? p-Wert padj
f.Erysipelotrichaceae  36.34 2.64 412 0.00004 0.003
p.Firmicutes 6.68 -3.35 -3.34 0.0008 0.03
o.Bacteroidales 161.35 -7.26 - 3.62 0.0003 0.015
g.Anaerotruncus 6.63 -4.00 -3.32 0.0009 0.029
g.Intestinimonas 33.8 -6.17 -4.94 0.0000008  0.0001
g. Faecalibacterium 207.87 -1.44 -1.86 0.06 0.45

Tabelle 4: Ergebnisse der DESeq2-Analyse aus Stuhlproben fir die Testung pre-frail vs. frail.
BaseMean: durchschnittliche Anzahl an Bakterien in den Proben, Wald Test: Statistik des
Wald Testes, padj: p-Wert adjustiert fir multiples Testen. Ergebnisse ohne statistische
Signifikanz, aber mit inhaltlicher Bedeutung, sind grau hinterlegt.

Abbildung 9 veranschaulicht die Ergebnisse der DESeq2-Analyse. Jeder Punkt
entspricht einem Taxon. Die blauen Punkte zeigen unterschiedlich abundante Taxa in
den getesteten Gruppen an. Von besonderem Interesse sind die blauen Punkte im
rechten Randbereich der Abbildung, da diese sowohl eine hohe Anzahl an
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nachgewiesenen Taxa in der Probe als auch einen hohen bzw. niedrigen LFC

anzeigen und demnach unterschiedlich abundant in den beiden Gruppen sind.
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Abbildung 9: Darstellung der Ergebnisse der DESEq2-Analyse fir die Betrachtung von
Stuhlproben. Die blauen Punkte zeigen unterschiedlich abundante Taxa in den Gruppen frail
und pre-frail. Das blaue Dreieck symbolisiert einen Punkt, dessen LFC auflerhalb der
Achsenbeschriftung liegt.

AnschlieBend wurden die Ergebnisse der DESeg2-Analyse getrennt fur beide
Geschlechter betrachtet. Bei der Untersuchung der Stuhlproben von weiblichen
Patientinnen ergaben sich statistisch erkennbare Trends. Die Familie
Erysipelotrichaceae und die Ordnung Bacteroidales zeigten sich mit einem adjustierten
p-Wert von 0.06 und 0.09 unterschiedlich abundant in den Gruppen frail und pre-frail
bei weiblichen Patientinnen. Bei der Betrachtung der Stuhlproben mannlicher

Patienten ergaben sich keine nennenswerten Ergebnisse.

Bei Betrachtung der Speichelproben zeigten sich in der DESeq2-Analyse keine Taxa,
welche in den Gruppen frail bzw. pre-frail statistisch signifikant unterschiedlich
exprimiert waren.
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5 Diskussion

Die  Entwicklung  geriatrischer =~ Syndrome ist  multifaktoriell  bedingt.
Wissenschaftlerinnen gehen davon aus, dass neben dem chronologischen Alter
gewisse Umweltbedingungen, Lebensgewohnheiten und andere Faktoren die
Entstehung geriatrischer Syndrome begunstigen. Mogliche Praventionsmodelle oder
Therapieoptionen zu entwickeln stellt daher eine aktuelle Aufgabe der Forschung dar,
um einer ohnehin alternden Bevodlkerung eine bestmdgliche Lebenserwartung und
Lebensqualitat bieten zu konnen (Inouye et al., 2007). Wie bereits dargestellt, stellt die
Betrachtung des menschlichen Mikrobioms eine weitere Achse im multifaktoriellen
Entstehungskonzept geriatrischer Syndrome dar.

Diese Arbeit beschaftigt sich zum einen mit der Frage, ob sich die Darm- und
Mundhodhlen-Mikrobiota von  geriatrischen  Patient*innen  hinsichtlich  ihrer
Gebrechlichkeit unterscheiden. Ziel ist es dabei, Unterschiede in den Mikrobiota
zwischen frail- und pre-frail-Patient*innen herauszuarbeiten. Abschlielen soll dieser
Teil mit der Frage, ob die Diskriminierungsfahigkeit bezlglich der Gebrechlichkeit einer
Person aus Stuhlproben grofRer ist als aus Speichelproben. Dieser Abschnitt dient
einer kurzen Zusammenfassung der Ergebnisse und der Einbettung dieser in den

aktuellen Forschungsstand.

Zum anderen soll diese Arbeit darstellen, wie die fokussierte und strukturierte
Sammlung von Bioproben durch den Aufbau von Biobanken erleichtert werden kann.
Dafur sollen entstandene Probleme diskutiert und konkrete Verbesserungsvorschlage

angeboten werden.

5.1 Diversitatsunterschiede

Trotz der eingangs beschriebenen Veranderungen im Mikrobiom alterer Patient*innen,
konnten in unserer Untersuchung keine Unterschiede in der Diversitat der Darm- und
Mundhdhlen-Mikrobiota zwischen frail- und pre-frail-Patient*innen gefunden werden.
In der Vergangenheit konnte hingegen von mehreren Forschungsgruppen gezeigt
werden, dass ein Zusammenhang zwischen der Diversitat in Stuhlproben und der
Entwicklung von Krankheiten, insbesondere dem hier dargestellten geriatrischen
Syndrom Gebrechlichkeit, besteht (Jackson et al., 2016; Larson et al., 2022; le
Chatelier et al., 2013; Zhang et al., 2019). Eine Studie mit 292 Proband*innen konnte
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beispielsweise zeigen, dass jene mit einer geringeren Richness in der Darm-
Mikrobiota haufiger an metabolischen Erkrankungen, wie Diabetes mellitus, Adipositas
oder Fettstoffwechselstorungen, litten als Proband*innen mit hoherer Richness (le
Chatelier et al., 2013). In einer weiteren Studie wurden Stuhlproben von 728 Frauen
aus der TwinsUK cohort analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass die
Gebrechlichkeit der Personen und die Alpha-Diversitat, hier gemessen via Shannon-
und Simpson-Index, negativ assoziiert waren. Je hoher die Gebrechlichkeit einer
Person, desto geringer die Alpha-Diversitat. Einschrankend muss allerdings erwahnt
werden, dass die Frauen im Mittel junger waren (Alter: 63 Jahre, Spannweite: 42 bis
86 Jahre) und die Gebrechlichkeit der Personen anhand eines anderen Indexes
bestimmt worden war (Jackson et al., 2016). Eine im Studiendesign zu unserer
Untersuchung ahnlichen Studie an 27 hospitalisierten geriatrischen Patient*innen (15
Patient*innen in der Gebrechlichkeits-Gruppe und 12 Patient*innen in der Kontroll-
Gruppe) konnte zeigen, dass sich die Alpha-Diversitat in Stuhlproben zwischen der
Gebrechlichkeits-Gruppe und einer Kontroll-Gruppe nicht unterschied, wahrend die
Beta-Diversitat in Stuhlproben der Gebrechlichkeits-Gruppe groRer war, also die
Proben eine grolRere Unterschiedlichkeit in der Zusammensetzung zeigten als die
Proben der Kontroll-Gruppe (Zhang et al., 2019). Auch eine weitere Untersuchung mit
einer vergleichsweise kleinen Stichprobe an alteren Personen mit Gebrechlichkeit und
Sarkopenie (n=18, Alter: 76 Jahre, Spannweite: 4 Jahre) und einer Kontroll-Gruppe
(n=17, Alter: 74 Jahre, Spannweite: 3 Jahre) konnte keinen Unterschied in der Alpha-
Diversitat in den Stuhlproben der beiden Gruppen herausarbeiten (Picca et al., 2020).
Eine jungst veroffentlichte Studie untersuchte die Darm-, Mundhohlen- und Haut-
Mikrobiota von Bewohner*innen von Pflegeheimen (n=22, Alter: 65 - 97 Jahre) und
von alteren Menschen in der Umgebung (n=25, Alter: 65 - 91 Jahre) und verglich diese
mit den Daten einer jungeren Kontroll-Gruppe (n=95, Alter: 18 - 55 Jahre). Auch wurde
die Gebrechlichkeit der Personen unter anderem anhand des Konzeptes nach Fried et
al. (2001) gemessen. Es =zeigte sich eine hohere Gebrechlichkeit der
Pflegeheimbewohner*innen gegenuber der Kontroll-Gruppe. Zudem konnte eine
hohere Diversitat in der Darm-Mikrobiota und eine niedrigere Diversitat in der
Mundhohlen-Mikrobiota von alteren Pflegeheimbewohner*innen im Vergleich zur

Kontroll-Gruppe gezeigt werden (Larson et al., 2022).

Die Datenlage in Bezug auf die Alpha-Diversitat in der Darm-Mikrobiota von

Patient*innen mit und ohne Gebrechlichkeit zeigt sich also insgesamt noch
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uneinheitlich. Tendenziell zeigt die Studienlage, dass das Auftreten des geriatrischen
Syndroms Gebrechlichkeit mit einer Abnahme der Alpha-Diversitat in der Darm-
Mikrobiota einhergeht. Eine Abnahme der Alpha-Diversitat wird auch insgesamt fur die
altere Bevolkerung postuliert (Cresci & Bawden, 2016; Nagpal et al., 2018; Zhang et
al., 2019). Hingegen finden sich auch Studien, welche, wie unsere Untersuchung,
keinen Zusammenhang zwischen der Alpha-Diversitat und dem Auftreten von
Gebrechlichkeit nachweisen konnen (Picca et al., 2020; Zhang et al.,, 2019). Die
Stichproben dieser Studien sind mit n=27 und n=35 klein, womit die Stichprobengroflie
eine mogliche Erklarung fur die  fehlende Nachweisbarkeit  von
Diversitatsunterschieden darstellen konnte.

Die Diversitat der Mundhohlen-Mikrobiota in Bezug auf das Auftreten von
Gebrechlichkeit ist bisher wenig untersucht. Neben der oben erwahnten Untersuchung
an Pflegeheimbewohner*innen und einer jungeren Kontroll-Gruppe, in welcher die
Mundhdhlen-Mikrobiota von Personen in der Pflegeeinrichtung eine geringere Alpha-
Diversitat aufzeigte als die der Kontroll-Gruppe (Larson et al., 2022), ist uns noch eine
weitere Untersuchung zu diesem Zusammenhang bekannt. Hier wurde auch die
Mundhohlen-Mikrobiota von Personen in einer Pflegeeinrichtung (n=15, Alter: 84.2
Jahre, Spannweite: 8 Jahre) mit der von selbststandig lebenden (n=16, Alter: 87.0
Jahre, Spannweite: 5 Jahre) verglichen. Die Bewohner*innen der Pflegeeinrichtung
wurden von den Autor*innen der Studie als frail eingestuft. Auf Gattungs-Ebene, auf
welcher auch in unserer Studie die Vergleiche angestellt worden sind, konnte kein
signifikanter Unterschied in der Alpha-Diversitat der Mundhohlen-Mikrobiota zwischen
den beiden Gruppen detektiert werden. Auf Stammes-Ebene hingegen zeigte sich eine
geringere Alpha-Diversitat in der Pflegeheim-Gruppe (Ogawa et al., 2018).

Die wenigen Ergebnisse in der Literatur deuten auch hier darauf hin, dass die
Entwicklung von Gebrechlichkeit mit einer geringeren Alpha-Diversitat in der
Mundhdhlen-Mikrobiota verbunden sein konnte. Um diese Aussage zu verifizieren,
sind definitiv weitere Untersuchungen notwendig. Dank der einfacheren Zuganglichkeit
der Mundhohlen-Mikrobiota fur die Probengewinnung ist davon auszugehen, dass der

Erkenntnisgewinn bald zunehmen wird (Willis & Gabaldon, 2020).

Wie erwahnt konnten in unserer Untersuchung keine direkten Zusammenhange
zwischen der Gebrechlichkeit und der Diversitat in Stuhlproben gefunden werden.

Allerdings ergab sich eine positive Korrelation zwischen dem Chao-1-Index, einem
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Index der Alpha-Diversitat, und der Gehdauer, einem Element des Gebrechlichkeits-
Konzeptes nach Fried et al. (2001). Je hoher der Chao-1-Index, desto langsamer war
das Gehtempo der untersuchten Personen. Wenn man davon ausgehen darf, dass ein
verlangsamtes Gehtempo auch mit einer erhohten Gebrechlichkeit einhergeht,
unterscheidet sich diese Erkenntnis der negativen Korrelation von denen in der
Literatur. Dort deuten die Mehrzahl der Untersuchungen auf einen negativen
Zusammenhang zwischen Gebrechlichkeit und Diversitat hin (Jackson et al., 2016).
Wissenschaftler*innen haben auch schon postuliert, dass ein verlangsamtes
Gehtempo durch eine eingeschrankte Mobilitat begunstigt werden konnte. Diese
wiederum vermag unter anderem zur Obstipation fihren, welche Auswirkungen auf die

Darm-Mikrobiota zeigen konnte (Van Tongeren et al., 2005).

Eine abschlieRende Aussage daruber, ob eine hohere Gebrechlichkeit als
Konsequenz aus der geringeren Alpha-Diversitat zu werten ist, oder ob die hohere
Gebrechlichkeit, auch auf Umwegen, eine geringe Alpha-Diversitat begunstigt, kann
zu diesem Zeitpunkt, vor allem aufgrund des Studiendesigns (Querschnitt), nicht
getroffen werden. Weitere Untersuchungen, vor allem auch im longitudinalen

Studiendesign, werden zur Beantwortung dieser Frage benotigt.

Die dargelegte Studienlage kann die Hypothese 1a), dass sich die Darm- und
Mundhdhlen-Mikrobiota von Patient*innen mit und ohne Gebrechlichkeit hinsichtlich
ihrer Diversitat unterscheiden, nicht bestatigen. Zudem bleibt unklar, in welche
Richtung ein etwaiger Zusammenhang bestehen konnte. Ob eine erhohte
Gebrechlichkeit mit einer hoheren und verminderten Diversitat im Mikrobiom
einhergeht, kann zu diesem Zeitpunkt nicht abschlieend beurteilt werden. In dieser
Untersuchung konnte aufgrund der Zusammensetzung der Studienpopulation keine
Kontroll-Gruppe (nicht-frail-Patient*innen) betrachtet werden. Es ist denkbar, dass sich
die Gruppen frail und pre-frail nicht in ihrer Diversitat unterscheiden und erst ein
Vergleich mit Patient*innen ohne Gebrechlichkeit Diversitatsunterschiede aufdecken
konnte.

Bei der gleichzeitigen Betrachtung der Stuhl- und Speichelproben der Patient*innen
wurde die hohe Beta-Diversitat zwischen den Stuhl- und Speichelproben deutlich. Die
Stuhl- und Speichelproben der Patient*innen sind sich demnach sehr unahnlich. Mit
Blick auf die in Abschnitt 1.2 beschriebene unterschiedliche Zusammensetzung der

Darm- und Mundhoéhlen-Mikrobiota durfte diese Erkenntnis wenig Uberraschen.
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Wahrend die Darm-Mikrobiota zu Uber 90% aus den Bakterienstammen Firmicutes
und Bakteroidetes besteht, erstreckt sich die Vielfalt der Mundhohlen-Mikrobiota Uber
sechs wesentliche Stamme. Die bestehende Unahnlichkeit lasst den Gedanken zu,
dass moglicherweise ein Biomaterial den Gebrechlichkeits-Status der Personen
besser abbilden kann als das andere Biomaterial. Aufschluss daruber, auch im
Hinblick auf die Beantwortung der Hypothese 2) dieser Arbeit, sollen die folgenden
Abschnitte liefern, in denen die Ergebnisse der Random Forest- und DESeq2-
Analysen betrachtet und eingeordnet werden.

5.2 Haufigkeitsunterschiede

Diese Arbeit untersuchte unter anderem die unterschiedliche Abundanz von Taxa aus
Stuhlproben in den Gruppen frail und pre-frail. Mit einem LFC von -6.17 (padj.=0.0001)
fiel besonders die Bakteriengattung Intestinimonas auf. Diese war in der frail-Gruppe
hoher abundant als in der pre-frail-Gruppe. Dieses Ergebnis verdeutlichte sich
allerdings nur bei der geschlechterunabhangigen Betrachtung aller Proben.
Unterschiedliche Spezies der Gattung Intestinimonas konnten erst in den 2010-Jahren
im Darm von Menschen und Mausen nachgewiesen werden. Die Gattung gehort, wie
in Abschnitt 1.1 erwahnt, zu den Butyratproduzenten in der Darm-Mikrobiota. Die
Fahigkeit der Butyratproduktion ruckte aufgrund der beschriebenen Eigenschaften
(antiinflammatorisch,  antioxidativ,  antikanzerogen) in den Fokus der
Mikrobiomforschung (Hinnebusch et al., 2002; Klampfer et al., 2003). Die Synthese
von Butyrat durch Mikroorganismen erfolgt im Darm aus unterschiedlichen Substraten.
Ausgangssubstrate der Butyratproduktion sind Glutarat, Succinat, Acetyl-CoA und die
Aminosaure Lysin (Vital et al., 2014). Die Bakteriengattung Intestinimonas produziert
Butyrat Uber die Fermentation von Lysin und nutzt damit einen anderen Weg als bereits
erwahnte Butyratproduzenten der gleichen Bakterienfamilie (Faecalibacterium
prausnitzii oder Ruminococcus). Der gleichzeitigen Metabolisierung von Lysin und der
Butyrogenese aus Lysin mag hierbei eine besondere Stellung im Darm zugeschrieben
werden konnen. Die Beschreiber der Bakteriengattung Intestinimonas verbinden diese
eher mit positiven Effekten auf die Gesundheit des Menschen (Bui et al., 2016). Auch
wenn die Bakteriengattung in den letzten Jahren das Interesse der
Mikrobiomforschung geweckt hat, existieren unseres Wissens nach keine Studien,
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welche Intestinimonas in Bezug auf geriatrische Syndrome oder sogar Gebrechlichkeit
betrachteten.

Einige wenige Studien haben sich in den vergangenen Jahren mit den
Zusammenhangen zwischen der Abundanz von Intestinimonas in der Darm-
Mikrobiota, einer fettreichen Erndhrung und der Entstehung von Ubergewicht
beschaftigt (Companys et al., 2021; Li et al., 2022; Lin et al., 2019). Vorwiegend
handelte es sich dabei um Versuche an Mausen. Es konnte gezeigt werden, dass eine
fettreiche Ernahrung der Mause zu einem Anstieg in der Abundanz einiger
Bakteriengattungen, unter anderem Intestinimonas, fuhrte (Lin et al., 2019). Auch eine
jungst erschienene Untersuchung an Mausen beschaftigte sich mit einer erhdhten
Abundanz von Intestinimonas und anderen Taxa in der Darm-Mikrobiota nach
fettreicher Ernahrung. Hier konnte gezeigt werden, dass sich bestimmte Stoffe im Tee
positiv auf die Zusammensetzung der Darm-Mikrobiota auswirken konnen und die
durch fettreiche Ernéhrung entstandene Dysbiosis somit ausgeglichen werden konnte
(Li et al., 2022). Die Betrachtung des Mikrobioms als therapeutisches Target soll
allerdings erst weiter unten naher betrachtet werden. Die Autor*innen einer Studie,
welche das Mikrobiom von Ubergewichtigen Personen im Vergleich zu
Normalgewichtigen betrachtete, bezeichnete Intestinomonas sogar als ,einen
Biomarker fiir Ubergewichtige® (Companys et al., 2021). Ergdnzende Analysen
unserer Stichprobe ergaben keine Hinweise auf einen signifikanten
Abundanzunterschied von Intestinimonas zwischen ubergewichtigen und

normalgewichtigen geriatrischen Patient*innen.

Obwohl die Literatur unsere Beobachtung nicht stutzt, dass die Bakteriengattung
Intestinimonas zwischen den beiden Gruppen frail und pre-frail unterschiedlich
abundant ist, lasst sich in unserer Untersuchung der deutliche Abundanzunterschied
(p<0.001) nicht ignorieren. Gestutzt wird diese Erkenntnis durch die Random Forest-
Analyse. Hier wird die Gattung als eine wichtige Variable zur Unterscheidung zwischen
den beiden Gruppen erkannt. Allerdings fallt auch dieses Ergebnis nur bei der
geschlechterunabhangigen Betrachtung der Proben auf (siehe Abschnitt 4.5). Es bleibt
zu diskutieren, ob sich die beiden Gruppen noch durch eine andere Variable als den
Gebrechlichkeits-Status voneinander abgrenzen lassen (z.B. durch die Ergebnisse in
Kognitionstests). Moglicherweise besteht der deutliche Abundanzunterschied nicht

zwischen den Gruppen frail und pre-frail, sondern zwischen zum Beispiel normaler und
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eingeschrankter Kognition. Aber diese Frage wird sich ohne erganzende
Untersuchungen in sich anschlieRenden Arbeiten nicht beantworten lassen.

In einer bereits oben erwahnten Untersuchung an alteren Personen mit
Gebrechlichkeit und Sarkopenie (n=18, Alter: 76 Jahre, Spannweite: 4 Jahre) und einer
Kontroll-Gruppe (n=17, Alter: 74 Jahre, Spannweite: 3 Jahre) konnte die
unterschiedliche Abundanz einzelner Taxa in Stuhlproben gezeigt werden. Es erwies
sich eine hohere Abundanz der Taxa Oscillospira und Ruminococcus in der Gruppe
der Patient*innen mit Gebrechlichkeit und Sarcopenie (Picca et al., 2020). Beide
gehoren als Butyratproduzenten zur Familie der Ruminococcaceae (Gophna et al.,
2017; Louis & Flint, 2017). Eine bereits erwahnte Studie an 728 Frauen untersuchte
ebenfalls die unterschiedliche Abundanz von Taxa in Stuhlproben von Personen
abhangig von ihrer Gebrechlichkeit. Dort fielen 21 Taxa mit einer signifikant
niedrigeren Abundanz bei Personen mit hoherer Gebrechlichkeit auf. Die meisten
dieser Taxa gehorten zur Familie Ruminococcaceae, unter anderem die Spezies
Faecalibacterium prausnitzii. Mit hdherer Abundanz in der Gebrechlichkeit-Gruppe
zeigten sich die Spezies Eubacterium dolichum und Eggerthella lenta (Jackson et al.,
2016). Eine andere Forschungsgruppe konnte ebenfalls Abundanzunterschiede
bezlglich des Taxon Faecalibacterium prausnitzii beobachten. Hier wurden die
Abundanzunterschiede von Taxa in Stuhlproben in den Gruppen frail (hier: high-frailty-
group, n=10) und pre-frail (hier: low-frailty-group, n=13) untersucht. Diese Studie
konnte also, so wie unsere Untersuchung, keine Kontroll-Gruppe stellen. Die
Probanden waren allesamt uber 70 Jahre alt und wohnten in einer gemeinsamen
Pflegeeinrichtung. Es konnte gezeigt werden, dass 17 Taxa statistisch signifikant
unterschiedlich abundant zwischen den beiden Gruppen waren. Der prozentuale Anteil
des Bakteriums Faecalibacterium prausnitzii war in der high-frailty-group niedriger als
in der low-frailty-group, wohingegen der Anteil an Ruminococcus hoher war (Van
Tongeren et al., 2005).

In der Literatur und den hier stellvertretend vorgestellten Studien wird die Spezies
Faecalibacterium prausnitzii als ein Taxon diskutiert, welches unterschiedlich
abundant zwischen Personen mit und ohne Gebrechlichkeit zu sein scheint (Jackson
et al., 2016; Van Tongeren et al., 2005). Faecalibacterium prausnitzii gehort, wie oben
erwahnt, zu einem der wichtigsten Butyratproduzenten im menschlichen Darm

(Duncan et al., 2002) mit den bereits fur die Darmgesundheit genannten forderlichen
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antiinflammatorischen und antioxidativen Eigenschaften (Hinnebusch et al., 2002;
Klampfer et al., 2003). Es wird davon ausgegangen, dass die Entwicklung von
Gebrechlichkeit unter anderem durch eine im Darm beginnende Entzindung
begunstigt wird (Jackson et al.,, 2016). Faecalibacterium prausnitzii und andere
Butyratproduzenten konnten positiven Einfluss auf die Entstehung der Entzindung
(Miquel et al., 2015) und damit die Entstehung von Gebrechlichkeit nehmen (Jackson
et al., 2016). Der Zusammenhang zwischen inflammatorischen Prozessen im Darm
und der Entwicklung geriatrischer Syndrome bedarf weiterer Forschung in den
kommenden Jahren. In dieser Arbeit zeigte sich die Gattung Faecalibacterium
hingegen hoher, wenn auch nicht signifikant, abundant in der frail-Gruppe verglichen

mit der pre-frail-Gruppe.

Diese Arbeit bekraftigt die Hypothese 1b), welche sich mit der unterschiedlichen
Abundanz einzelner Taxa in der Unterscheidung zwischen den Gruppen frail und pre-
frail beschaftigt. Die Ergebnisse der Analysen deuten auf Bakteriengattungen hin,
welche sich statistisch signifikant in der Abundanz zwischen den Gruppen
unterscheiden. In Zusammenschau mit den Ergebnissen in der Literatur bleibt eine
gewisse Unsicherheit, ob hier tatsachlich der Abundanzunterschied zwischen den
Variablen frail und pre-frail oder moglicherweise zwischen zwei uns bisher
unbekannten Variablen gemessen worden ist. Der eindeutige Abundanzunterschied
einzelner Taxa und die passenden Ergebnisse in der Random Forest-Analyse werden
allerdings nur bei der geschlechterunabhangigen Betrachtung der Proben, also bei der
Betrachtung einer groReren Stichprobe, deutlich. Es ist moglich, dass sich etwaige
Zusammenhange erst ab einer gewissen Stichprobengrol3e aufdecken lassen.

5.3 Diskriminierungsfahigkeit von Stuhl- und Speichelproben

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Diskriminierungsfahigkeit aus
Stuhlproben grof3er sei als aus Speichelproben. In der Vergangenheit befassten sich
Wissenschaftler*innen weitaus mehr mit der Darm-Mikrobiota im Hinblick auf den
Zusammenhang mit dem geriatrischen Syndrom Gebrechlichkeit als mit der
Mundhodhlen-Mikrobiota. Ein Teil der vorliegenden Studien geht von einer Abnahme
der Diversitat der Darm-Mikrobiota bei Patient*innen mit Gebrechlichkeit aus (Jackson
et al., 2016). Zudem erwiesen sich bestimmte Taxa als unterschiedlich abundant

zwischen den Stuhlproben von Patient*innen mit und ohne Gebrechlichkeit (Jackson
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et al., 2016; Picca et al., 2020; Van Tongeren et al., 2005; Zhang et al., 2019). Diese
Studie, sowie andere Studien mit kleinen Stichproben (Zhang et al., 2019), konnten
keine signifikanten Alpha-Diversitatsunterschiede in der Darm-Mikrobiota bei
Patientinnen mit und ohne Gebrechlichkeit nachweisen. Der aktuelle
Forschungsstand hinsichtlich der Mundhohlen-Mikrobiota zeigt, dass auch hier eine
geringere Diversitat mit der Entwicklung von Gebrechlichkeit verbunden sein konnte
(Larson et al., 2022; Ogawa et al., 2018). Bestimmte unterschiedlich abundante Taxa
sind, zumindest in Hinblick auf Gebrechlichkeit, bisher nicht zu definieren. Es ist
allerdings davon auszugehen, dass sich mit zunehmendem Erkenntnisgewinn Taxa
hervortun werden, welche unterschiedlich abundant in Speichelproben zwischen den
Gruppen frail und pre-frail, oder auch frail und nicht frail, sind. So konnte bereits gezeigt
werden, dass eine hohere Abundanz der Spezies Porphyromonas gingivalis mit der
Entwicklung der Alzheimer-Erkrankung zusammenhangt (Dominy et al., 2019). Auch
konnten Verbindungen zwischen der Abundanz unterschiedlichster Taxa und einem

Diabetes mellitus beobachtet werden (Casarin et al., 2013).

Bezuglich der gerechneten Korrelationen zwischen der Alpha-Diversitat in Stuhl- und
Speichelproben und des Gebrechlichkeits-Status einer Person, liel3en sich signifikante
Assoziationen zwischen der Alpha-Diversitat in Stuhlproben und Parametern des
Gebrechlichkeit-Konzeptes (Gehtempo) erkennen. Zwischen der Alpha-Diversitat in
Speichelproben und Parametern der Gebrechlichkeit konnten wir keine Assoziationen

finden.

In Zusammenschau der Ergebnisse lasst sich Hypothese 2) dieser Arbeit nicht
abschlieend beantworten. Eine hohere Diskriminierungsfahigkeit bezuglich des
Gebrechlichkeits-Status einer Person aus Stuhlproben konnte nicht gefunden werden.

5.4 Herausforderungen im Umgang mit Bioproben

Wie eingangs erwahnt, war diese Studie unseres Wissens nach die erste, welche
nicht-genetisches Material in die Healthcare-embedded-Biobank des UKSH unter
Broad Consent-Bedingungen eingespeist hat. Folglich kam es im explorativen Setting
zu verschiedenen Herausforderungen im Prozess der Bioprobengewinnung, wahrend

des Transports und der Weiterverarbeitung der Proben. Diese sollen im Anschluss in
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patient*innen-bezogene und struktur-bedingte Herausforderungen unterteilt werden.
Zum Abschluss sollen konkrete Verbesserungsvorschlage gemacht werden.

5.4.1 Patient*innen-bezogene Herausforderungen
Die Gewinnung von Biomaterial vor allem alterer Patient*innen geht mit gewissen
Herausforderungen fur die Forschung einher (Larson et al., 2022). Die Gewinnung von
Biomaterial unter erschwerten Bedingungen bei hospitalisierten geriatrischen
Patient*innen konnte die Ubersichtliche Studienlage mit teils kleinen Stichproben zu
Zusammenhangen zwischen dem Mikrobiom und geriatrischen Syndromen erklaren.
So zeigte sich auch in dieser Untersuchung, dass beispielsweise kognitive
Einschrankungen oder Obstipation, welche jeweils praktische Probleme bei der
Gewinnung von Biomaterial bzw. assoziierter Daten darstellen, aber auch die
Einnahme von Antibiotika in den letzten sechs Wochen (Ausschlusskriterium) die
Sammlung des Biomaterials verzogerte oder gar verhinderte. Studien deuten auf eine
Veranderung in der Darm- und Mundhohlen-Mikrobiota im Anschluss an eine
Antibiotika-Therapie hin. Wenn auch anhand einer kleinen Stichprobe, untersuchte
beispielsweise eine Studie den Einfluss der Antibiotika Clarithromycin und
Metronidazol auf die Zusammensetzung der Darm- und Mundhdhlen-Mikrobiota nach
wenigen Tagen, einem und vier Jahren. Insbesondere wenige Tage nach der
Behandlung mit Antibiotika konnten Veranderungen in der Zusammensetzung des
Mikrobioms im Vergleich zu einer unbehandelten Kontroll-Gruppe erkannt werden.
GrofRtenteils hatten sich diese Veranderungen nach einem bzw. vier Jahren
zuruckgebildet (Jakobsson et al., 2010). Eine Ruckverfolgbarkeit der Antibiotika-
Einnahme bei geriatrischen Patient*innen Uber vier Jahre ist sicherlich schwer
umsetzbar, in weiteren Studien sollte aber zumindest auf eine Verifizierung der
Einnahme von Antibiotika (zum Beispiel uber den Hausarzt oder die Hausarztin) in den
vergangenen sechs Wochen geachtet werden, auch wenn dieses mit zusatzlichem
Aufwand bei der Sammlung von Biomaterial einhergehen wird. Somit konnten
verfalschten Ergebnissen durch eine jingst vorhergegangene Antibiotika-Therapie
vorgebeugt werden. Weiter interferierten kognitive Einschrankungen der Patient*innen
mit der Effizienz der Probensammlung. Trotz Aufklarung und Instruktion der
Patient*innen, nutzen diese fur den Toilettengang zum Beispiel nicht den zur
Verfugung gestellten Toilettenstuhl, sondern verrichteten und entsorgten den

Stuhlgang auf der herkOmmlichen Toilette. Unsere Erfahrung ist, dass
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Studienteilnehmer*innen mit einem Punktwert von <21 im MoCA gehauft Probleme mit
der Umsetzbarkeit der Probensammlung hatten.

5.4.2 Struktur-bedingte Herausforderungen
Beim Aufbau der hier beschriebenen Biobank traten unterschiedliche struktur-bedingte
Herausforderungen an den Tag. So stellte es eine Herausforderung dar, den
Abnahmezeitpunkt von Biomaterial mit den Anwesenheitszeiten des Personals vom
Labor abzustimmen. So konnte die personelle Besetzung des Labors zur Herstellung
der Aliquots lediglich an zwei bis drei Tagen in der Woche fur jeweils zwei Stunden
gewabhrleistet sein. Um zu verhindern, dass das Material Uber langere Zeitraume ohne
Weiterverarbeitung verblieb, musste dementsprechend eine Abnahme der Bioproben
in diesen Zeitfenstern geschehen. Zum einen aus personellen, aber auch aus
organisatorischen Grunden (z.B. Patient*in zum Zeitpunkt der Blutentnahme zur
Untersuchung) konnte die Abnahme der Proben nicht immer rechtzeitig erfolgen und
musste gegebenenfalls auf einen anderen Tag verlegt werden. Auch fur die Abgabe
der Speichelproben war ein korrekter Abnahmezeitpunkt von Bedeutung. Wie bereits
in Abschnitt 1.2 erwahnt, haben Wissenschaftlerinnen gezeigt, dass sich die
Zusammensetzung der Mikroorganismen in der Mundhohle kurz nach der
Mundhygiene von jener sechs Stunden spater relevant unterscheidet (Verma et al.,
2018). Es sollte also in Zukunft bei der Gewinnung von Biomaterial aus der Mundhohle
auf einen definierten zeitlichen Abstand zum Zeitpunkt der Durchfuhrung der
Mundhygiene geachtet werden. Zudem konnte nicht immer sichergestellt werden, dass
zu jedem Zeitpunkt der Stuhl- und Speichelproben-Abgabe geschultes Personal vor
Ort war, um die Proben SOP-gerecht einfrieren zu kdnnen und somit eine verlangerte
Liegedauer der Proben zu verhindern. In der Literatur wird die Zeit zwischen der
Gewinnung der Proben und der TiefkUhlung jener als ,warm ischaemia“ bezeichnet.
Es wird dort bereits problematisiert, dass die sogenannte Zeit der warmen Ischamie in
vielen Fallen nicht korrekt dokumentiert wird (Coppola et al., 2019). Vergleichbares
trifft auf diese Untersuchung zu. Die Blut- und Speichelproben sind in allen Fallen
umgehend weiterverarbeitet bzw. tiefgefroren worden. Da sich die Abgabe von
Stuhlproben per definitionem nicht auf einen genauen Zeitpunkt festlegen liel3, kam es
insbesondere bei diesen Proben gelegentlich zu langeren Liegezeiten des Materials,
welche auch hier oft nicht stundengenau zu dokumentieren war. Die maximale
Liegedauer der Stuhlproben bis zur Tiefkihlung bei -80°C sollte 24 Stunden nicht

Uberschreiten (Paskal et al., 2018). Es ist nicht ausgeschlossen, dass es durch eine
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unterschiedliche Liegedauer der Proben (in allen Fallen <24 Stunden, Proben wurden
andernfalls verworfen) auch zu unterschiedlich groRen Veranderungen in der
mikrobiellen Zusammensetzung des Biomaterials gekommen sein konnte. In Zukunft
sollte auf eine luckenlose Dokumentation der Liegedauer geachtet werden. Auch
konnte eine Zwischenlagerung der Proben im Kuhlschrank bei +4°C bei nachtlicher

Abgabe als Prozessoptimierung in Erwagung gezogen werden.

Neben Schwierigkeiten in der Probengewinnung und dem anschliellenden
Weitertransport, sind Herausforderungen bei der Probenzuordnung zu benennen. Die
abgenommenen Bioproben wurden mit fortlaufenden Nummern versehen, welche
gemal des Broad Consents den Meta-Daten der Patient*innen zugeordnet wurden.
Im teils kleinschritten Prozess von Gewinnung, Transport, Zwischenlagerung und
Analyse der Proben kann es dabei zu Zuordnungsfehlern kommen. In dieser Studie
kam es zu einem in Abbildung 7 veranschaulichten Ausrei3er im Speichel-Datensatz.
Es ist davon auszugehen, dass es sich bei dieser Probe um eine Stuhlprobe handelte
und ein Fehler in der Materialzuordnung wahrscheinlich ist. Es ist daher zu betonen,
dass beim Umgang mit solchen Daten immer auf die Plausibilitat geachtet werden
muss. Zudem konnten solche Fehler durch eine grolere Stichprobe kompensiert
werden. Auch in der Literatur wird auf die Bedeutung eines prazisen und im besten
Fall fehlerfreien Arbeitsablauf und auf die Moglichkeit der Nutzung von speziell auf die
Bedarfe von Biobanken ausgerichtete IT-Systeme hingewiesen. Diese konnten die
durch SOP’s implementierten Arbeitsablaufe erganzen und Probleme, wie
beispielsweise in der Materialzuordnung, minimieren (Paskal et al., 2018).

Eine Weiterentwicklung des bestehenden Konzeptes, insbesondere mit Schulungen
fur beteiligtes Personal, konnte vermutlich zumindest einen Teil der genannten
Herausforderungen  erfolgreich  adressieren.  Beispielsweise  konnte  die
Probengewinnung auch in der Ambulanz zu definierten Zeitpunkten durch instruiertes
Personal stattfinden. Zudem konnte es eine Moglichkeit sein, die Stuhl- und
Speichelproben, nicht wie in Abbildung 3 beschrieben in der Klinik fir Neurologie,

sondern im Institut fur Klinische Chemie einzulagern, um die Logistik zu erleichtern.

Gesamthaft zeigt sich, dass eine Gewinnung von Biomaterial geriatrischer
Patient*innen im stationaren Setting, wenn auch mit den beschriebenen
Herausforderungen, moglich ist. Im Hinblick auf den Prozess der Probengewinnung,

der Standardisierung der Transportwege und der Schulung des beteiligten Personals
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wurde Potential zur Verbesserung gesehen und konkrete Vorschlage unterbreitet.
Zudem wurde die Notwendigkeit von longitudinalen Studiendesigns herausgearbeitet,
um sich anschlieBende Fragestellungen beantworten zu konnen. Im Abschnitt 5.1
bleibt beispielsweise die Frage offen, ob die hohere Gebrechlichkeit eine geringe
Alpha-Diversitat in den Proben begunstigt, oder ob Gebrechlichkeit eine Folge geringer
Alpha-Diversitat sein konnte. Fur die Beantwortung solcher Fragen und der Erstellung
longitudinaler Designs ist die Zusammenarbeit mit einer Biobank von immenser

Bedeutung.

Insgesamt ist die Anzahl an Biobanken in den vergangenen Jahren gestiegen.
Wissenschaftler*innen erhoffen sich durch die strukturierte Gewinnung und Analyse
von Proben und dazugehoriger Meta-Daten einen enormen Erkenntnisgewinn und
Perspektiven fur zukunftigen (personalisierte) Therapiemaoglichkeiten (Paskal et al.,
2018).

5.5 Limitationen der Studie

Aufgrund der besonderen Vulnerabilitat der Studienpopulation ergaben sich
Limitationen. Unsere Kohorte bestand aus multimorbiden geriatrischen Patient*innen,
welche aufgrund eines aktuellen Krankheitsgeschehens stationar im Rahmen einer
frGhgeriatrischen Komplexbehandlung behandelt wurden. Bereits das umfangreiche
Hauptprotokoll der ComOn Studie, bestehend aus Ganganalysen, Untersuchungen
zum Gleichgewicht und kognitiven Assessments, stellte fur einige Patient*innen eine
korperliche und mentale Herausforderung dar. Die dazu erganzende Abgabe von
Bioproben, verbunden mit den dazugehdrigen Fragebodgen, erweiterte das ohnehin

herausfordernde Programm der Patient*innen.

Zudem wurden einige der verwendeten Daten aus Fragebdgen erhoben, welche die
Patient*innen selbststandig ausflullen mussten. Aufgrund der Fulle an Fragebdgen
kann nicht ausgeschlossen werden, dass es zu einem Motivationsverlust der
Patient*innen gekommen war, und die Fragebdgen nicht immer mit hochster
Motivation ausgefullt wurden. Zur Verbesserung der Datenqualitat sollte eine
Hilfestellung beim Ausfullen der Fragebogen geleistet werden. Aus kapazitiven
Grunden konnte diese nicht immer gestellt und somit potentiell bestehende
Ruckfragen der Patient*innen moglicherweise nicht immer geklart werden.
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Neben den Limitationen, welche durch die Struktur der Bioprobensammlung und die
Erfassung von Informationen Uber Fragebdgen entstehen, muss auf die
Gruppeneinteilung hingewiesen werden. Die Einteilung der Patient*innen in frail und
pre-frail muss als limitierend fur die Qualitat der Ergebnisse gesehen werden. Fur
weitere Untersuchungen sollte eine Kontroll-Gruppe mit Personen ohne
Gebrechlichkeit eingeschlossen werden.

5.6 Ausblick

Diese Arbeit liefert einen Einblick in die Zusammensetzung des Mikrobioms bei einer
stationar behandelten geriatrischen Kohorte. Viele Wissenschaftler*innen haben in
den vergangenen Jahren versucht, das Potential des Mikrobioms fur Diagnose,
Pravention und Therapie von Erkrankungen zu definieren. So konnte beispielsweise
bei Mausen mit fettreicher Erndhrung gezeigt werden, dass die Zufltterung von
Oolong Tee Uber acht Wochen das Korpergewicht und die Fettmasse reduziert, die
Blutwerte verbessert und die Abundanz einzelner Taxa in der Darm-Mikrobiota positiv
verandert hatte (Li et al., 2022).

Aber auch an Menschen konnte die aktuelle Mikrobiomforschung bereits interessante
Erkenntnisse bezuglich des Mikrobioms als Ansatzpunkt fur Pravention und Therapie
von Erkrankungen gewinnen. Eine Untersuchung an 178 &lteren Personen zeigte
einen Zusammenhang zwischen der Ernahrung der Personen, ihrer Darm-Mikrobiota
und der Entstehung von Gebrechlichkeit. Eine Ernahrung reich an tierischen
Produkten und mit einem geringen Anteil an pflanzlichen Bestandteilen erwies sich als
forderlich bei der Entstehung von Gebrechlichkeit (Claesson et al., 2012). Ergéanzende
Untersuchungen zeigten, dass signifikante (wenn auch schwache) Assoziationen
zwischen der Aufnahme von Ballaststoffen und der Darm-Mikrobiota bestehen, aber
auch zwischen der Aufnahme von ungesattigten Fettsauren und der Darm-Mikrobiota
(Jeffery et al., 2016).

Dass die Ernahrung des Menschen Auswirkungen auf das Mikrobiom hat, erscheint
wenig uberraschend. Welche Nahrstoffe allerdings Mikrobiom-vermittelte forderliche
Eigenschaften fur die Gesundheit mit sich bringen, welche eventuell Uber die
Beeinflussung des Mikrobioms Krankheiten verhindern oder bereits bestehende

Krankheiten positiv beeinflussen konnen, gilt es in der Zukunft genauer zu eruieren.
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Eine interdisziplindre Zusammenarbeit aus Mediziner*innen, Mikrobiolog*innen und

Ernahrungswissenschaftler*innen ist dabei dringend erforderlich.

Fir kommende Untersuchungen im Bereich der Mikrobiomforschung bei geriatrischen
Patient*innen sollte der Fokus vor allem auf longitudinale Studien gelegt werden, um
eine Entwicklung der Mikrobiota im Kontext zur klinischen Entwicklung der
Patient*innen nachvollziehen zu konnen. Hilfreich bei der Erstellung longitudinaler
Studiendesigns kann dabei die Entwicklung von Biobanken sein, um Veranderungen

nicht nur im Mikrobiom, sondern auch in anderen Laborwerten darstellen zu kbnnen.

49



6 Zusammenfassung

Das geriatrische Syndrom Gebrechlichkeit betrifft etwa ein Viertel der Personen Uber
75 Jahre. Noch mehr der Personen uber 75 Jahre sind von Pr&-Gebrechlichkeit
betroffen. Da Gebrechlichkeit mit Sturzen, Neuaufnahmen in Krankenhausern und
einer erhohten Mortalitat einhergeht, ist das fruhzeitige Erkennen von Personen mit
(Pré-)Gebrechlichkeit und den zugrunde liegenden Ursachen von besonderer
Bedeutung. (Prd-) Gebrechlichkeit kann anhand klinischer Parameter definiert werden.
Diese Arbeit hat untersucht, ob stationare geriatrische Patient*innen mit Pré-
Gebrechlichkeit sich hinsichtlich der Zusammensetzung der Darm- und Mundhd6hlen-

Mikrobiota von jenen mit Gebrechlichkeit unterscheiden.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der Diversitat der Darm- und
Mundhdhlen-Mikrobiota zwischen frail- und pre-frail-Patient*innen gefunden werden.
Bei der Betrachtung der Abundanz unterschiedlicher Taxa erwiesen sich, trotz geringer
Stichprobengrolde, unter anderem die Gattungen Intestinimonas und Anaerotruncus
als signifikant unterschiedlich in den Stuhlproben der betrachteten Gruppen. Auch eine
Random Forest-Analyse unterstrich die Wichtigkeit von Intestinimonas fur die
Unterscheidung von frail- und pre-frail-Patient*innen. Aus Speichelproben konnten
keine statistisch signifikanten Erkenntnisse hinsichtlich der Abundanz gewonnen

werden.

Diese Arbeit liefert somit neue Aspekte zur Mikrobiomanalyse im Rahmen der
medizinischen Forschung. So konnte gezeigt werden, dass sich die Darm-Mikrobiota
der betrachteten Gruppen hinsichtlich bestimmter Taxa signifikant unterscheidet. Offen
bleibt, ob sich die Gruppen neben ihrem Gebrechlichkeits-Status noch in anderen
Variablen unterscheiden, welche ebenfalls den Abundanzunterschied erklaren
konnten. AuRerdem bleibt ungeklart, ob die unterschiedliche Zusammensetzung des
Mikrobioms die Entstehung von Gebrechlichkeit begunstigt, oder ob die
unterschiedliche Zusammensetzung als Konsequenz von Gebrechlichkeit und einer
eventuell damit einhergehenden Mobilitatseinschrankung zu betrachten ist. Die
gewonnenen Kenntnisse uber Veranderungen im Mikrobiom, welche mdglicherweise
mit der Entwicklung von Gebrechlichkeit einhergehen, ermoglichen das Mikrobiom als

Ansatz fur Pravention und Therapie von Erkrankungen nutzen zu konnen.
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Zur Beantwortung der offen gebliebenen Fragen bedarf es weiterer Untersuchungen,
vor allem im longitudinalen Studiendesign. Der Aufbau einer Biobank erleichtert durch
die Speicherung von Biomaterialen den Aufbau solcher longitudinaler Designs. Diese
Arbeit liefert relevante Aspekte zum Aufbau einer Biobank. 2017 wurde am UKSH,
Campus Kiel, mit dem Aufbau einer Healthcare-embedded-Biobank begonnen. Dieses
Konzept kann in Deutschland als bahnbrechend bezeichnet werden. Die vorliegende
Studie war die erste, welche nicht-genetisches Material eingespeist hat und somit
entscheidend am Aufbau beteiligt war. Es konnte in dieser Arbeit auf die Vorteile der
Zusammenarbeit mit Biobanken hingewiesen werden. Zudem wurden Probleme im
Arbeitsablauf erkannt und Verbesserungsvorschlage zur Prozessoptimierung
unterbreitet.

SchlielBen soll diese Arbeit mit einer Aussage des Time-magazine, wessen
Autor*innen den Auf- und Ausbau von Biobanken sogar zu den “710 Ideas Changing
the World Right Now” zahlen (Park, 2009).
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Anhang

Anhang 1: Kriterien zur Definition von frail, pre-frail und nicht frail nach Fried et al. und derer
Adaptation an die ComOn-Messbatterie

Definition

Frail-Punkt

Gewichtsverlust

Fried et al.

ComOn

ungewollte Abnahme von 10 Pfund (= 4.53
kg) innerhalb des letzten Jahres

ungewollte Abnahme von 1-3 (oder mehr) kg

innerhalb der letzten 3 Monate

1 Punkt bei Ja

1 Punkt bei Ja

Erschopfung
Fried et al.

ComOn

CES-D Depression Scale
| felt that everything | did was an effort
| could not get going
“How often in the last week did you feel this
way?”
0. rarely or none of the time (1 day)
1. some or a little of the time (1-2
days)

2. a moderate amount of the time (3—4

days)
3. most 60ft he time
FRAIL-Erschépfungs-Item
Do you feel worn out? Or Do you feel
tired?

1 Punkt bei Antwort 2 und 3

1 Punkt bei Ja

Korperliche Aktivitat

Fried et al. Orientiert an der ,short version of the Frauen: 1 Punkt bei 270 kcals
Minnesota Leisure Time Activity of physical activity pro Woche
guestionnaire” Manner: 1 Punkt bei 383 kcals

of physical activity pro Woche

ComOn Orientiert an ,International Physical Activity 1 Punkt bei Antwort 1
Questionaire” (IPAQ)

Aktivitat ist
1. Nicht ausreichend
2. Ausreichend
3. Hoch-aktiv

Gehdauer

Fried et al. Cut-offs bei 15 Full (=4.572m) Gehstrecke Frauen: 1 Punkt bei

ComOn Abhangig von Geschlecht und Kérpergrole Grofde < 159cm = 7 sek

GroRe > 159cm = 6 sek
Manner: 1 Punkt bei

GroRe < 173cm = 7 sek
GréRe > 173cm = 6 sek

Handgreifkraft

Fried et al. Handgreifkraft in kg Frauen: 1 Punkt bei

ComOn Abhangig von Geschlecht und BMI BMI <23 <17 kg

60

BMI 23.1-26 < 17,3 kg
BMI 26.1-29 < 18 kg
BMI > 29 <21 kg
Manner: 1 Punkt bei
BMI < 24 < 29 kg

BMI 24.1-26 < 30 kg
BMI 26.1-28 < 30 kg
BMI > 28 < 32 kg



Anhang 2: Darstellung der Ergebnisse der PERMANOVA fiir Stuhlproben

Df SofSq MeanSqs F.Model R2 Pr (>F)
FRAIL 1 0.1152 0.11516 0.71369 0.03287 0.77
Residuals 21 3.3886 0.16136 0.96713
Total 22 3.5037 1.00000

Df: Degrees of Freedom, SofSq: Sums of Squares, MeanSqs: Mittlere Squares, Pr (>F) gibt den p-

Wert an

Anhang 3: Darstellung der Ergebnisse der PERMANOVA fiir den Vergleich von Stuhl- und

Speichelproben
Df SofSq MeanSqs F.Model R2 Pr (>F)
Biomaterial 1 7.0860 7.0860 44.045 0.49464 0.001
Residuals 45 7.2396 0.1609 0.50536
Total 46 14.3256 1.00000

Df: Degrees of Freedom, SofSq: Sums of Squares, MeanSqs: Mittlere Squares, Pr (>F) gibt den p-

Wert an
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