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1 EINLEITUNG
1.1 Gesamtkontext

Neurodegenerative Erkrankungen stehen schon seit langerem im Verdacht mit
Veranderungen des Darmmikrobioms einherzugehen (Ullah et al., 2023). Immer mehr
Studien legen nahe, dass sich das Mikrobiom von neurodegenerativ Erkrankten im
Vergleich zu dem von nicht-neurodegenerativ Erkrankten (nND) in der
Zusammensetzung unterscheidet (Bang & Heinzel, 2023; Ullah et al., 2023). Die
Ursachen und Mechanismen, die diesen Veranderungen zugrunde liegen, sowie die
damit einhergehenden Konsequenzen sind trotz intensiver Forschungsbestrebungen
bisher umstritten (Wallen et al., 2020). Weitere grundlagenwissenschaftliche und
klinische Studien zu diesem Thema sind unerlasslich und bilden die Basis fur ein
besseres Verstandnis, inwiefern das Mikrobiom eine Rolle in der Pathophysiologie von
neurodegenerativen Erkrankungen spielt (Bang & Heinzel, 2023; Ullah et al., 2023).

Doch was ist Neurodegeneration eigentlich? Das Nervensystem besteht aus einer
Vielzahl miteinander verknupfter, in stdndigem Kontakt stehender Neurone und spielt
eine zentrale Rolle fur die Physiologie des Korpers (Lamptey et al.,, 2022). Aus
neuronalen Stammzellen entsteht bis zum Ende der Pubertat die maximale Anzahl an
Neuronen (Sorrells et al., 2018). Neurodegeneration bezeichnet einen aus
verschiedensten Ursachen entstandener, in der neuronalen Zelle lokalisierter
progressiver Verlust an Zahl, Struktur oder Funktion von Neuronen einer spezifischen
anatomischen und funktionellen Gruppe (Przedborski, 2017). Die damit
einhergehenden Krankheitsbilder werden als neurodegenerative Erkrankungen
zusammengefasst (Przedborski, 2017). Hierzu zahlen Erkrankungen wie die
Alzheimer-Demenz und die Parkinson-Krankheit (Ullah et al., 2023). Ziel aktueller
Forschung ist es, aus einem besseren Verstandnis bezuglich des wechselseitigen
Einflusses von Mikrobiom und neurodegenerativen Erkrankungen - insbesondere dem
Idiopathischen Parkinson-Syndrom (IPS) - praventive und therapeutische Malinahmen
abzuleiten (Bang & Heinzel, 2023; Ullah et al., 2023). Es wurden bereits eine Vielzahl
von Mikrobiomstudien, die sich mit dieser Frage beschaftigten, durchgefuhrt (Morais
et al., 2021; Ullah et al., 2023; Zacharias et al., 2022). Ein einheitlicher Konsens tber
parkinsontypische mikrobielle Veranderungen besteht aktuell noch nicht (Z. Li et al.,

2022; Plassais et al., 2021; Ullah et al., 2023; Wallen et al., 2020). Weitere Studien
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aus unterschiedlich zusammengesetzten Kohorten in Hinblick auf Ethnizitat, Alter,
Geschlecht und Komorbiditaten konnten zu einem besseren Verstandnis dieser
Thematik beitragen (Qian et al., 2020). Gerade das Mikrobiom alterer, geriatrischer
Patient:innen, welches im Rahmen dieser Studie untersucht wurde, ist besonders
variabel und durch eine hohe Vulnerabilitdt gegenuber Umweltveranderungen
gekennzeichnet (Bauerl et al.,, 2018). Mikrobiomstudien von geriatrischen
Patient:innen kdnnten zu einem besseren Verstandnis Uber spezifische
Veranderungen des Mikrobioms beitragen, welche mit der Parkinson-Krankheit
assoziiert sind (Bang & Heinzel, 2023; Ullah et al., 2023).

1.2 Geriatrie

Bevor auf wissenschaftliche Grundlagen und aktuelle Forschungsstande im Hinblick
auf Mikrobiom und Parkinson-Krankheit eingegangen wird, wird zunachst die
Bedeutung der Geriatrie dargestellt. Die Geriatrie, auch als Altersmedizin bekannt, ist
eine medizinische Fachrichtung, die sich mit der Pravention, Diagnostik, Therapie und
Rehabilitation von Gesundheitsproblemen alterer Menschen befasst. Sie wird
aufgrund des demographischen Wandels in Zukunft eine immer zentralere Rolle im
Gesundheitssystem einnehmen (Lubke et al., 2015). Der demographische Wandel ist
durch eine Verschiebung der Altersstruktur einer Bevodlkerung im Laufe der Zeit
gekennzeichnet und wird maRgeblich durch Geburtenrate, Sterberate und Migration
beeinflusst (Nowossadeck, 2012; Statistisches Bundesamt, 2023). Der aktuell
stattfindende demographische Wandel in Deutschland ist durch eine steigende Zahl
alterer Menschen und eine sinkende Zahl jungerer Menschen gekennzeichnet
(Statistisches Bundesamt, 2023). Im Vergleich zum Jahre 1950, als etwa jede zehnte
Person alter als 65 Jahre alt war, war im Jahre 2021 bereits jeder funfte Deutsche Uber
65 Jahre alt (Statistisches Bundesamt, 2023). Grund daflr ist eine immer hdher
werdende Lebenserwartung bei gleichzeitig unter dem Erhaltungsniveau liegender
Geburtenrate. Eine Trendumkehr ist trotz wachsender Migration in den nachsten
Jahren nicht abzusehen (Statistisches Bundesamt, 2023)

Geriatrische Patient:innen sind durch ein hdheres Lebensalter, meist 65 Jahre und
alter, sowie das Vorliegen von einer oder mehreren alterstypischen Erkrankungen
gekennzeichnet (Neubart, 2018). Mehr als die Halfte der Uber 65-Jahrigen in
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Deutschland leiden an mindestens einer chronischen Erkrankung (Nowossadeck,
2012) und produzieren Uuber die Halfte der entstandenen Gesundheitskosten
(Statistisches Bundesamt, 2022). Bei den Uber 85-Jahrigen ist der Anteil der
entstandenen Gesundheitskosten im Vergleich zur durchschnittlichen Bevolkerung
fast funfmal so hoch (Statistisches Bundesamt, 2022).

In der Geriatrie spielt Multimorbiditat eine bedeutende Rolle (Neubart, 2018). Als
multimorbide werden Patient:innen bezeichnet, die unter mindestens zwei chronischen
Erkrankungen leiden (Hullemann & Baron, 2019; Neubart, 2018). Aus der Gruppe der
chronischen Erkrankungen nehmen die neurodegenerativen Erkrankungen einen
erheblichen Anteil ein (Gao et al., 2024).

Gerade in der Neurogeriatrie spielt die Primarpravention von dysfunktionalem Altern
eine entscheidende Rolle (Synofzik & Maetzler, 2015). Der Fokus liegt hierbei nicht
nur auf den alteren, multimorbiden Patient:innen, sondern auch auf den ,noch
gesunden®“ alteren Personen, die erste, nicht alltagsbeeintrachtigende Symptome
chronischer Erkrankungen zeigen, wie sie beispielsweise im Prodromalstadium des
IPS auftreten (Bang & Heinzel, 2023; Synofzik & Maetzler, 2015). Frihzeitige
Erkennung und Pravention spielen dabei eine entscheidende Rolle, um ein mdglichst
funktionales Altern zu ermdglichen (Synofzik & Maetzler, 2015). Hierflir kénnten
Erkenntnisse aus der Mikrobiomforschung in Zukunft einen Beitrag leisten (Bang &
Heinzel, 2023).

1.3 Idiopathisches Parkinson-Syndrom (IPS)

Die Parkinson-Krankheit (PK) gehoért zur Gruppe der neurodegenerativen
Erkrankungen. Die nachfolgende Beschreibung beruht auf der im Oktober 2023
veroffentlichten Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie (Deutsche
Gesellschaft fur Neurologie (Hrsg.), 2023). Die PK wird in unterschiedliche Parkinson-
Syndrome unterteilt, am haufigsten sind Patient:innen vom IPS betroffen. Es tritt im
Gegensatz zum hereditaren Parkinson-Syndrom sporadisch auf und definiert sich als
primares Parkinson-Syndrom ohne erkennbare Ursache (Deutsche Gesellschaft fur
Neurologie (Hrsg.), 2023).

Die Symptome des IPS setzen sich aus motorischen und nicht-motorischen
Symptomen zusammen. Diese beginnen oft schleichend und schreiten zeitlebens fort.
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Die motorische Symptomatik ist gepragt durch Bradykinese
(Bewegungsverlangsamung), oft begleitet von Tremor (unwillkirliche rhythmische
Bewegung eines oder mehrerer Korperteile), Rigor (Widerstand, bei passiver
Bewegung der grolden Gelenke) und posturaler Instabilitdt (Haltungsinstabilitat mit
Sturzneigung, ohne primare visuelle, vestibulare, zerebellare oder propriozeptive
Dysfunktion) (Deutsche Gesellschaft fur Neurologie (Hrsg.), 2023). Diese Symptome
kdnnen zusammen mit sensorischen, vegetativen, psychischen und kognitiven
Storungen auftreten, welche insbesondere im vorausgehenden Prodromalstadium
eine zentrale Rolle spielen (Deutsche Gesellschaft fur Neurologie (Hrsg.), 2023).
Hierzu zahlen Obstipation, Hyposmie (Riechstdérung), und Rapid-eye-movement
(REM)-Schlaf-Verhaltensstérung (Berg et al., 2015; Schaffer & Berg, 2021). Zu den
weiteren nicht-motorischen Symptomen zahlen Sensibilitatsstdérungen
(Parasthesien/Dysasthesien), orthostatische sowie sexuelle Dysfunktionen, kognitive
Einschrankungen (z.B. Exekutivfunktionsstorungen, Konzentrationsstérungen, aber
auch Halluzinationen) bis hin zur Demenz, und psychischen Symptomen wie z.B.
Depression und Angststérung (Schapira et al., 2017).

IPS ist mit einer Pravalenz von schatzungsweise 420.000 Patient:innen in Deutschland
und einer weltweiten Pravalenz von 6.3 Millionen Patient:innen (Stand 2015) die
zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung nach der Alzheimer-Demenz (Heinzel
et al., 2018). Pro Jahr wird die Zahl der Neuerkrankungen auf 85 bis 95 pro 100.000
Einwohner:innen geschatzt. Der Erkrankungsgipfel liegt um das 60. Lebensjahr
(Heinzel et al., 2018). Die Inzidenz von IPS unterscheidet sich anhand von Alter,
Geschlecht, Ethnizitat und Herkunft (Heinzel et al., 2018; von Campenhausen et al.,
2005) und steigt ab dem sechsten Lebensjahrzehnt stark an (Heinzel et al., 2018). In
dem Bevolkerungsanteil der Gber 65-Jahrigen liegt die Pravalenz der PK zwischen ein
und zwei Prozent (Elbaz et al., 2002; Heinzel et al., 2018). Studien haben gezeigt, dass
die Pravalenz von neurodegenerativen Erkrankungen wie dem IPS in Nordamerika
und Nord-West-Europa in den letzten Jahrzehnten deutlich zugenommen hat und dies
nicht nur auf den demographischen Wandel zurtickzuflhren ist (Rocca, 2018). Das
lasst sich neben veranderten Lebensstilfaktoren wie der Abnahme der korperlichen
Aktivitat und Anderung der Erndhrungsgewohnheiten auch durch verdnderte
Umweltfaktoren, wie z.B. der Exposition gegeniber toxischen Substanzen wie

Pestiziden und Schwermetallen erklaren (Ascherio & Schwarzschild, 2016). Auch in



Zukunft ist weiterhin mit einer steigenden Pravalenz von IPS-Patient:innen zu rechnen
(Ascherio & Schwarzschild, 2016; Rocca, 2018).

Analysen von Versicherungsdaten zeigten, dass in Deutschland etwa 20 % aller
Patient:innen mit PK in Einrichtungen der Langzeitpflege betreut werden und bei mehr
als der Halfte dieser eine Demenz-Diagnose vorliegt, was oft mit intensivierter
Betreuungsnotwendigkeit einhergeht (Heinzel et al., 2018; Mai & Ketter, 2022). Neben
der Pflegebedurftigkeit stellen stationdre Klinikaufenthalte und mit der PK
einhergehende Therapiekosten eine immer groler werdende Belastung fir das
Gesundheitssystem dar (Heinzel et al., 2018).

Das IPS ist eine klinische Diagnose und wird anhand der Movement Disorder Society
(MDS)-Kriterien gestellt (Deutsche Gesellschaft flr Neurologie (Hrsg.), 2023; Postuma
& Berg et al., 2015). Die MDS-Kriterien sind sowohl fur die klinische Forschung als
auch als Leitfaden fur die klinische Diagnostik konzipiert und werden in den folgenden
Abschnitten anhand der Veroéffentlichung von Postuma & Berg et al. (2015) dargestellt:
Zunachst ist das Vorliegen von Parkinsonismus erforderlich, welcher durch
Bradykinese (muss zwingend vorhanden sein) in Kombination mit Ruhetremor oder
Rigor (eines davon muss ebenfalls vorhanden sein) definiert wird. Nach Bestatigung
des Parkinsonismus muss fur ein bereits im Vorfeld klinisch gesichertes IPS das
Fehlen absoluter Ausschlusskriterien, das Vorhandensein von mindestens zwei
unterstutzenden Kriterien und ein Ausschluss von sogenannten red-flag Kriterien,
welche im weiteren Verlauf erklart werden, vorliegen. Bei einem klinisch
wahrscheinlichen IPS dirfen keine absoluten Ausschlusskriterien vorhanden sein, und
auftauchende red-flag Kriterien missen durch unterstlitzende Kriterien ausgeglichen
werden.

Unterstutzende Kriterien sind z.B. ein Ansprechen auf dopaminerge Therapie, das
Vorhandensein von Levodopa-induzierten Dyskinesien, das Vorhandensein eines
einseitigen Ruhetremors, der Verlust des Geruchssinns oder das Vorhandensein von
kardialer sympathischer Denervation.

Absolute Ausschlusskriterien des IPS beinhalten unter anderem das Auftreten von
eindeutigen zerebellaren Abnormalitaten, eine supranukleare Blickparese, eine
frontotemporale Demenz oder progressive Aphasie innerhalb der ersten flnf Jahre,
eine starke Betonung der Parkinsonsymptomatik im Bereich der unteren Extremitaten,
fehlendes Ansprechen auf hohe Levodopa-Dosen, sowie normale funktionelle

Neuroimaging-Ergebnisse des prasynaptischen dopaminergen Systems.
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Zu den red-flag Kriterien, die gegen eine IPS-Diagnose sprechen, zahlen: ein schneller
Fortschritt der Gangstoérung, fehlende Progression der motorischen Symptome tUber
funf Jahre, frlhes Auftreten ausgepragter Sprach- und Schluckstérungen,
inspiratorische Atemstorung, schwere autonome Dysfunktion in den ersten funf Jahren
mit orthostatischer Hypotension und Harnverhalt/Inkontinenz, haufige Stlrze aufgrund
von Gleichgewichtsstérungen innerhalb der ersten drei Jahre, das Auftreten von
Kontrakturen in den ersten zehn Jahren, das Fehlen typischer nicht-motorischer
Symptome bei mindestens flunfjahriger Erkrankungsdauer und das unerklartes
Auftreten von Pyramidenbahnzeichen und bilateral symmetrische Parkinson-
Symptome.

Neben den MDS-Kriterien gibt es supportive Diagnose-Kriterien, wie den Levodopa-
Test und die Testung auf Levodopa-induzierte Dyskinesien. Auflerdem konnen
apparative, nuklearmedizinische Verfahren wie die Dopamin-Transporter-
Szintigraphie (DaTSCAN) und die Metaiodbenzylguanidin-Szintigraphie (MIBG-
Szintigraphie) zur Diagnosestellung oder dem Ausschluss der Erkrankung
entsprechend den Oktober 2023 veroffentlichten S2k-Leitlinien hinzugezogen werden
(Deutsche Gesellschaft fur Neurologie (Hrsg.), 2023).

In der Pathophysiologie des IPS spielt die Degeneration dopaminerger Neurone in der
Substantia nigra sowie im Locus caeruleus eine zentrale Rolle (Mor et al., 2019).
Diese sind Bestandteil der Basalganglien im Mesencephalon und sind in diverse
Schaltkreise des Basalganglien-assoziierten Systems eingebunden (Mor et al., 2019).
Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Bewegungsinitiation und Planung (Mor et al.,
2019). Eine Degeneration dieser dopaminergen Neurone fuhrt zu einer Disinhibition
des Striatums und somit zu einer fortschreitenden Hemmung der Motorik (Mor et al.,
2019). Histologisch zeigen sich in post-mortem Analysen von Patienten mit IPS im
Hirngewebe betroffener Regionen sogenannte Lewy-Korperchen (Mor et al., 2019).
Lewy-Korperchen sind intrazellulare Protein- und Peptidablagerungen die unter
anderem aus dem fehlgefalteten alpha-Synuklein (a-Syn)-Protein bestehen. Die
Koérperchen wurden erstmals 1912 durch Friedrich Lewy beschrieben. Die Entstehung
von Lewy-Korperchen in [PS-assoziierten Arealen im ZNS koénnte mit der
Beeintrachtigung der Dopamin-Produktion und einer daraus resultierenden IPS-
Symptomatik in Zusammenhang stehen (Mollenhauer et al., 2011; Mor et al., 2019).
Die Hypothese um die durch Lewy-Kdorperchen verursachte Neurodegeneration

dopaminerger Neurone beruht auf der Annahme von Proteininternalisierung,
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mitochondrialer Dysfunktion, oxidativem Stress, Unterdrickung des Ubiquitin-
Proteasom-Systems und daraus resultierender axonaler und synaptischer Dysfunktion
(Adam et al., 2023).

Beim IPS kommt es neben den Basalganglien-assoziierten Systemen auch in anderen
Systemen zu Stérungen (Mor et al., 2019). Hierzu zahlen das autonome
Nervensystem, der Hirnstamm, die GroRhirnrinde und nicht-neuronale Gewebe wie
Riechkolben, Haut, Speicheldrisen und Darmschleimhaut (Nishiwaki et al., 2020).
Diese stehen vor allem in Zusammenhang mit nicht-motorischen Begleitsymptomen.
So wird ein haufig beim IPS beobachteter Noradrenalin- und Serotonin-Mangel mit
depressiven Symptomen, und ein Acetylcholin-Mangel mit kognitiven Defiziten in
Verbindung gebracht (Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie (Hrsg.), 2023).

Zur Verbesserung der Symptomatik von IPS-Patient:innen gibt es eine Vielzahl an
Therapieansatzen. Die Therapieansatze sind stark abhangig vom jeweiligen
Erkrankungsstadium der Patient:innen. Das am haufigsten verwendete Medikament
zur Verbesserung der IPS-Symptomatik ist Levodopa (Deutsche Gesellschaft fir
Neurologie (Hrsg.), 2023). Levodopa ist eine Vorlaufersubstanz des Dopamins und
sorgt fur einen Ausgleich des pathophysiologischen Dopamin-Mangels im
Basalganglien-assoziierten System. Daruber hinaus finden weitere Medikamente
Verwendung, die den pathophysiologischen Dopamin-Mangel glnstig beeinflussen.
Hierzu zahlen: Dopaminagonisten, Catechol-O-Methyltransferase-Inhibitoren (COMT-
Hemmer) und Monoaminoxidase-B-Hemmer (MAO-B-Hemmer). Auch kommen
medikamentdose Therapieoptionen zum Einsatz, welche am nicht-Basalganglien-
assoziierten System eingreifen. Hier spielen vor allem N-Methyl-D-Aspartat-
Rezeptorantagonisten (NMDA-Rezeptorantagonisten) eine Rolle. Standardmafig wird
die Behandlung zunachst mit einer Monotherapie begonnen und kann bei
unzureichender Wirkung auf eine Kombinationstherapie erweitert werden.
Nicht-medikamentése Therapiemallnahmen stellen Physiotherapie, Logopadie,
Ergotherapie und kognitives Training dar (Deutsche Gesellschaft fur Neurologie
(Hrsg.), 2023). Intensivierte Therapieformen, die vor allem bei schwer einstellbaren
Verlaufen angewendet werden, beinhalten die tiefe Hirnstimulation und diverse
Pumpentherapien. Eine kausale Therapie gibt es aktuell nicht (Deutsche Gesellschaft
fir Neurologie (Hrsg.), 2023). Die aktuellen Therapieansatze haben vermutlich keinen

oder wenig Einfluss auf die fortschreitende Neurodegeneration und somit den



fortschreitenden klinischen Verlauf von IPS (Adam et al., 2023; Deutsche Gesellschaft
fur Neurologie (Hrsg.), 2023).

Die auslosenden Faktoren, die zum IPS und der damit einhergehenden
Neurodegeneration fuhren sind noch immer Gegenstand aktueller Forschung (Adam
et al., 2023). Als mogliche auslésende Faktoren kommen sowohl genetische als auch
Umweltfaktoren in Betracht. Neben oxidativem Stress und neuronalen
Entzindungsprozessen (Searles Nielsen et al., 2013) hat in den letzten Jahren die
Rolle des Mikrobioms als potentielle Einflussgrof3e fur die Entstehung und das
Fortschreiten des IPS an Bedeutung gewonnen (Bang & Heinzel, 2023; Li et al., 2023;
Ullah et al., 2023; Unger et al., 2020). Die bidirektionale Kommunikation zwischen
Darmmikrobiom und Gehirn Uber die ,gut microbiota-brain-axis® (GBA) qilt als

Grundstein dieser Theorie (Morais et al., 2021).

1.4 Mikrobiom

Das Mikrobiom des menschlichen Korpers umfasst Billionen von Mikroorganismen,
welche die Epithelien des menschlichen Korpers besiedeln. Dazu zahlen neben
Bakterien und Archaeen auch Viren, Pilze und Protozoen (Bang & Heinzel, 2023; Qian
et al., 2020). Allein das menschliche Darmmetagenom umfasst 3.3 Millionen nicht
redundanter Gene (Ursell et al., 2012). Das Darmmetagenom umfasst circa 150-mal
mehr Gene als das gesamte menschliche Genom mit etwa 22000 Genen (Ullah et al.,
2023).

Auch wenn die menschlichen Mikrobiota aus vielen verschiedenen Mikroorganismen
bestehen, basiert der aktuelle Forschungsstand zu Mikrobiota vor allem auf Studien
Uber Bakterien. Bakterien werden wie andere Lebewesen in taxonomische Gruppen
(Singular: Taxon; Plural: Taxa) eingeteilt (Qian et al., 2020). Dies geschieht nach dem
.International Code of Nomenclature of Prokaryotes®: Domane — Stamm — Klasse —
Ordnung — Familie — Gattung — Spezies (Lapage et al., 1992).

Ein Beispiel zur Veranschaulichung der taxonomischen Einteilung kann Tabelle 1

entnommen werden.



Tabelle 1:

Taxonomische Einteilung

Rang Taxonomischer Name
Kingdom (Domane) Bakterien
Phylum (Stamm) Proteobakteria
Class (Klasse) Gammaproteobakteria
Order (Ordnung) Enterobakterales
Family (Familie) Enterobacteriaceae
Genus (Gattung) Escherichia
Species (Art/Spezies) Escherichia coli

Anmerkung. Taxonomische Einteilung nach dem ,International Code of Nomenclature
of Prokaryotes“ anhand von Escherichia coli (adaptiert nach Unger et al. (2020)). In
Klammern die deutschen Bezeichnungen.

Die beiden haufigsten Vertreter der Bakterienstdmme der menschlichen
Darmmikrobiota sind Firmicutes (inklusive der Gattungen Lactobacillus, Eubacterium
und Clostridium) und Bacteroidetes (inklusive Bacteroides und Prevotella) (Morais et
al., 2021; Ullah et al., 2023).

Der Begriff ,Mikrobiom“ erlangte 2001 durch den Nobelpreistrager Joshua Lederberg
Bekanntheit (Ursell et al., 2012). Das Mikrobiom umfasst den gesamten betrachteten
Lebensraum, einschliel3lich der Mikroorganismen, ihres Genoms, ihrer metabolischen
Fahigkeiten und der dort herrschenden Umweltbedingungen (Qian et al., 2020).
Seither versucht die Wissenschaft das menschliche Mikrobiom immer ausfuhrlicher zu
analysieren und zu definieren (Ursell et al., 2012). Diese Aufgabe wird neben
technischen Herausforderungen dadurch erschwert, dass Begriffe in der Mikrobiom-
Forschung nicht einheitlich verwendet werden. Zum Beispiel wird der Begriff des
Mikrobioms haufig gleichzeitig fur die Beschreibung der Mikrobiota verwendet (Ursell
et al., 2012). Fur ein adaquates Verstandnis dieser Arbeit ist eine Einfuhrung in die
»,Mikrobiom-Terminologie“ essentiell. Diese kann in Abbildung 1 nachvollzogen
werden.

Der Begriff "Mikrobiota" bezieht sich im Gegensatz zum ,Mikrobiom® nur auf die
Mikroorganismen, die einen spezifischen Ort im Kdrper besiedeln. Das Metagenom
bezeichnet wiederum ausschlieRlich das Genom der Mikrobiota (Qian et al., 2020). Die
Abundanz beschreibt die Anzahl der Individuen einer Art in einer Lokalisation. Der
Begriff ,Taxa“ (Singular: Taxon) bezeichnet taxonomische Gruppen, die nach dem

international code of taxonomy gebildet wurden (Lapage et al., 1992).
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Abbildung 1:

Begrifflichkeiten in der Mikrobiomforschung

Mikrobiom \
- Lebensraum
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Anmerkung. Begrifflichkeiten in der Mikrobiomforschung (adaptiert nach DKFZ (2024),
Qian et al. (2020)). Das Mikrobiom beschreibt die Mikroorganismen, deren
Lebensraum und die Umweltbedingungen. Die Mikrobiota umschreibt allein die
Mikroorganismen. Das Metagenom beschreibt das Genom der Mikroorganismen. Die
16S-rRNA-Sequenzierung (16S-rRNA) ist ein Verfahren zur Analyse des
Metagenoms. Abklirzung. 16S-rRNA = 16S-ribosomale Ribonukleinsaure

Die Mikrobiota besiedeln den menschlichen Korper sowohl von aufden als auch von
innen. Entlang des Verdauungstrakts ist die Konzentration an Mikrobiota besonders
hoch. Das Mikrobiom des Darms beherbergt die groRte Anzahl an Mikrobiota im
menschlichen Korper (Eckburg et al., 2005; Rackaityte & Lynch, 2020). Den zweiten
Platz belegt das Mikrobiom der Mundhdhle (Verma et al., 2018). In der medizinischen
Forschung wird daher vor allem dem oralen und dem enteralen Mikrobiom eine
besondere Bedeutung beigemessen (Bang & Heinzel, 2023).

In den letzten Jahren haben moderne und kosteneffektive Techniken zur Analyse von
Proben auf deren mikrobielle Zusammensetzung, wie beispielsweise die 16S-

ribosomale Ribonukleinsaure-Sequenzierungsanalyse (16S-rRNA), stark zum
10



Verstandnis des Mikrobioms beigetragen (Ursell et al., 2012). Forscher sind nun in der
Lage kosten- und zeiteffektiv Millionen von Sequenzen in einer Probe zu analysieren,
um Unterschiede in der Zusammensetzung der Mikrobiota zwischen verschiedenen
Individuen oder unterschiedliche Probeentnahmeorten eines Individuums
festzustellen. Das 16S-rRNA Sequenzierungsverfahren wurde in den 1970er Jahren
etabliert (Fox et al., 1977). Es ermdglicht anhand der Analyse spezifischer Regionen
der 16S-rRNA in der Probe vorkommende Mikrobiota entsprechend ihrer
taxonomischen Einteilung zu klassifizieren (Fox et al., 1977; Qian et al., 2020). Das
16S-rRNA Sequenzierungsverfahren kann in einer Probe ausschlief3lich Bakterien und
Archaeen analysieren, weitere Mikrobiota wie Viren werden nicht erfasst (Qian et al.,
2020). Dies hat zur Folge, dass in der medizinischen Forschung hauptsachlich durch
das 16S-rRNA-Verfahren abbildungsfahige Mikrobiota (vor allem Bakterien)
untersucht werden und nicht die gesamte Mikrobiota (Poretsky et al., 2014; Ursell et
al., 2012). Eine detailliertere Beschreibung zum Ablauf der 16S-rRNA-
Sequenzierungsanalysen erfolgt in Kapitel 2.2.1.

Das Darmmikrobiom ist keineswegs ein passiver Bestandteil des menschlichen
Korpers. Es hat Einfluss auf Funktionen des Korpers wie z.B. des Immunsystems und
des Stoffwechsels und tragt zur Entwicklung verschiedener Organe wie dem
gastrointestinalen Nervensystem bei. Das Darmmikrobiom fungiert als Schnittstelle
zwischen dem Wirt (Menschen) und dessen Umwelt und hat einen direkten Einfluss
auf dessen Gesundheit (Morais et al., 2021).

Sowohl die Zusammensetzung als auch die Aktivitat der Mikrobiota ist dynamisch und
im Laufe des Lebens standigen Veranderungen ausgesetzt (Cresci & Bawden, 2015).
Der erste Kontakt eines Menschen mit Mikroorganismen findet bereits vor der Geburt
in der Gebarmutter statt (Cresci & Bawden, 2015). Es folgen der Geburtsvorgang, die
Erndhrung des Sauglings mit Muttermilch und die sich daran anschlielende
Umstellung auf feste Nahrung (Cresci & Bawden, 2015). Das Sauglings- und
Kleinkindalter spielt eine essentielle Rolle bei der Ansiedlung des Mikrobioms des
Menschen (Cresci & Bawden, 2015). Diese ersten Lebensjahre scheinen
entscheidend fur die Zusammensetzung des Mikrobioms zu sein (Cresci & Bawden,
2015). Danach stellt sich eine gewisse Stabilitat ein, die sich Uber das Leben nur
geringfugig andert (Cresci & Bawden, 2015; Turnbaugh et al., 2007). Diese Stabilitat,
bestehend aus einer groRen Vielfalt an Mikroorganismen, wird auch als ,Kern-

Mikrobiom“ bezeichnet. Mit zunehmendem Alter beginnt sich diese Stabilitat zu
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verandern und das Mikrobiom verliert an Vielfalt (S. Kim & Jazwinski, 2018).
Insbesondere scheint es zu Veranderungen im Bereich des Phylums der Firmicutes
zu kommen. Dabei scheint ein hdheres Alter mit einer Zunahme von fakultativ
anaerober Mikrobiota, insbesondere opportunistischen pro-inflammatorischen Arten,
assoziiert zu sein (Bauerl et al., 2018). Dagegen scheint die Anzahl von
Bifidobacteriaceae in Stuhlproben von gesunden, alteren im Vergleich zu gesunden,
jungeren Proband:innen verringert (Haikal et al., 2019).

Diese Ungleichgewichte in der Darmflora scheinen eng mit dem Alterungsprozess
verbunden zu sein. Immunoseneszenz — die Abnahme der Funktion des
Immunsystems im hoheren Alter — und permanente geringgradige chronische
Entzindungen kénnen eine Vielzahl von Gesundheitsproblemen im Alter, wie einer
erhohten Infektanfalligkeit und Erkrankungen wie Alzheimer-Demenz, IPS und
Arteriosklerose verstarken (Bauerl et al., 2018). Diese altersbedingten Veranderungen
kénnen ein entzliindliches Milieu im Darm fordern, welches maéglicherweise wiederum
zum Progress chronischer Erkrankungen beitragen konnte. Das Mikrobiom alterer
Menschen zeigt dabei eine besonders grof3e interindividuelle Variabilitat und
gleichzeitig Vulnerabilitdt gegenuber externen, das Mikrobiom beeinflussende
Faktoren (Bauerl et al., 2018).

Veranderungen im Mikrobiom konnen von vielen verschiedenen Faktoren abhangig
sein. So spielen neben dem Alter auch Geschlecht, Gewicht, Herkunft sowie sich
verandernde Umweltfaktoren, wie Ermahrung und Medikamenteneinnahme, eine
entscheidende Rolle (Morais et al., 2021). Untersucht wurde dies unter anderem in
grolkangelegten Studien wie “The Human Microbiome Project’ im Jahre 2012
(Huttenhower, 2012). Im Rahmen dieses Projektes konnten viele neue Erkenntnisse
Uber das Mikrobiom gesammelt werden. Es wurde z.B. festgestellt, dass auch
opportunistische Krankheitserreger Teil eines ,gesunden® Mikrobioms waren
(Huttenhower, 2012). Der menschliche Koérper ist stark von den Funktionen der
Bakterien abhangig. So Ubernehmen diese zahlreiche Schutzfunktionen wie z.B. durch
Verdrangung von Pathogenen, Starkung der Darmbarriere und Entwicklung des
Immunsystems (Huttenhower, 2012). Auch Ubernehmen die Mikrobiota wichtige
Stoffwechselfunktionen wie zum Beispiel die Synthese essentieller Vitamine und die
Fermentation unverdaulicher Nahrungsreste (Bang & Heinzel, 2023). Durch den
Metabolismus von Bakterien kdnnen neben Vitaminen auch kurzkettige Fettsduren

(engl. short-chain-faty-acids - SCFAs) entstehen, die zur ,Erndhrung“ und
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Regeneration der Darmepithelien beitragen. Aul3erdem sind Bakterien in der Lage
durch ihren Metabolismus krebserregende Stoffe zu entgiften (Huttenhower, 2012).
Im Rahmen des Human Microbiome Projects konnte kein einzelner gemeinsamer
Mikroorganismus auf allen Koperoberflachen oder bei allen Individuen identifiziert
werden (Huttenhower, 2012). Dies spricht fur die hohe Intervariabilitat des Mikrobioms
zwischen den jeweiligen Individuen und den verschiedenen Lokalisationen. Am
ahnlichsten war sich das Mikrobiom verschiedener Proband:innen zwischen gleichen
Korperregionen (Huttenhower, 2012). So war das Darmmikrobiom von zwei
unterschiedlichen Menschen ahnlicher als das Mikrobiom einer einzelnen Person aus
verschiedenen Lokalisationen (z.B. Darm und Mundhdéhle) (Huttenhower, 2012). Nicht
nur die mikrobielle Diversitat, sondern auch die metabolischen Fahigkeiten der
Mikroorganismen spielen eine Rolle und kénnen zu einem ,gesunden” oder mit einer
Krankheit assoziierten Mikrobiom beitragen (Huttenhower, 2012).

Die zuvor angesprochene Abnahme der Vielfalt und Stabilitdt des Mikrobioms, sowie
die gleichzeitige Zunahme der Anzahl an pathogenen Mikrobiota, wird als Dysbiose
bezeichnet (Qian et al., 2020; Sheikh Sajjadieh et al., 2012). In einer Studie konnte
gezeigt werden, dass die Gesundheitsergebnisse der untersuchten Personen umso
besser waren, je vielfaltiger ihr Mikrobiom war (Cryan et al., 2020). Dysbiose scheint
nach aktuellem Forschungstand mit der Entwicklung von Erkrankungen, wobei es sich
bei diesen vor allem um chronische Erkrankungen handelt, sowie einer reduzierten
Lebenserwartung assoziiert zu sein (S. Kim & Jazwinski, 2018). Zu den mit einem
Ungleichgewicht der Darmmikrobiota assoziierten chronischen Erkrankungen zahlen
unter anderem entziundliche Darmerkrankungen, Asthma bronchiale,
Stoffwechselerkrankungen  wie Diabetes mellitus und neurodegenerative
Erkrankungen (Bang & Heinzel, 2023). Der Einfluss des Mikrobioms auf die
Pathophysiologie von neurodegenerativen Erkrankungen ist Gegenstand aktueller
Forschung (Z. Li et al., 2022).
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1.4.1 Darm-Hirn-Achse

Im Folgenden wird der aktuelle Forschungstand zu Interaktionen zwischen Mikrobiom
und ZNS beleuchtet.

Die GBA bezieht sich auf ein Netzwerk von Verbindungen, das mehrere biologische
Systeme umfasst und eine bidirektionale Kommunikation zwischen Darmmikrobiom
und ZNS ermaoglicht. Sie ist entscheidend fur die Aufrechterhaltung der Homdoostase
der im Austausch miteinander stehenden Systeme: Gastrointestinaltrakt — Mikrobiom
— ZNS (Morais et al., 2021). Der Kommunikationsweg der GBA ist hoch komplex und
umfasst verschiedene Signalwege (siehe Abbildung 2). Zu den wichtigsten Saulen
zahlen das ZNS und periphere Nervensystem (PNS) selbst (1), neuroaktive

Substanzen (2), das Immunsystem (3) und der Hormonhaushalt (4).

(1) Das ZNS ist mit dem Darm Uber den Nervus vagus verbunden. Dieser innerviert
beinahe das gesamte Verdauungssystem und beinhaltet sowohl afferente als auch
efferente Nervenfasern (Ullah et al., 2023). Uber vagale Rezeptoren, welche
Nahrungsbestandteile, Hormone, bakterielle Metabolite und Entzindungsmediatoren
erkennen, steht das ZNS in direktem Kontakt mit dem Darm und dem darin enthaltenen
Darmmikrobiom (de Lartigue et al., 2011). Als Beispiel flir diesen bidirektionalen
Einfluss konnte eine Studie zeigen, dass bei sterilen Mausen die Innervation des
kolorektalen Epithels reduziert war und nach mikrobieller Besiedelung gesteigert
werden konnte (De Vadder et al.,, 2018). Dies beruht auf der Erkenntnis, dass
enteroendokrine Zellen eine direkte Synapse zum afferenten Nervus vagus haben und

uber diesen in Verbindung mit dem ZNS stehen (Kaelberer et al., 2018).

(2) Mikroorganismen sind aufl3erdem in der Lage neuroaktive Substanzen entweder
selbst herzustellen oder die Produktion dieser zu stimulieren (Ullah et al., 2023). Dazu
zahlen zum Beispiel Dopamin (Escherichia), Serotonin (Streptococcus, Candida,
Escherichia), Norepinephrin (Escherichia, Bacillus, Saccharomyces), Gamma-Amino-
Buttersaure (GABA) (Lactobacillus und Bifidobacterium) und Acetylcholin
(Lactobacillus) (Y. Chen et al., 2021; Lyte, 2014; Ullah et al., 2023).

(3) Neben dem direkten Kontakt mit den Nervenzellen selbst, spielt die Interaktion
zwischen Mikrobiom und Immunsystem eine entscheidende Rolle (Morais et al., 2021).

Das Immunsystem, bestehend aus angeborenem und erworbenem Immunsystem,
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bildet ein komplexes Netzwerk und spielt eine entscheidende Rolle bei der Abwehr
potentiell pathogener aullerer Einflisse. Evolutionar betrachtet, ist das Immunsystem
aus dem standigen Kontakt und der Interaktion zwischen Lebewesen und
Mikroorganismen entstanden und befindet sich im gesunden Zustand in einer
Homoostase. Diese enge Beziehung erfordert eine korrekte Funktion des
Immunsystems, um Parasitismus und Infektionen zu verhindern, wahrend gleichzeitig
eine immunologische Toleranz gegenltber harmlosen Reizen aufrechterhalten
erhalten werden soll. Die Funktion und Entwicklung des Immunsystems steht unter
standigem Einfluss des Darmmikrobioms (Zheng et al., 2020).

Zellen des Immunsystems sind in der Lage die Blut-Hirn-Schranke (engl. blood-brain-
barrier - BBB) direkt zu durchdringen und das ZNS erreichen. Die BBB ist eine
physische Barriere, die das ZNS vom Koarperkreislauf trennt. Sie ermdglicht eine
selektive Durchlassigkeit von Stoffen aus dem Korperkreislauf ins Nervengewebe des
Gehirns. Zentraler Bestandteil dieser Barriere sind Mikrogliazellen und tight-junction-
Proteine, die die Endothelzellen der Kapillaren miteinander verbinden (Morais et al.,
2021). Die Permeabilitdt der BBB steht moglicherweise unter dem Einfluss des
Darmmikrobioms. Darauf weisen Studien hin, in welchen sterile Mause eine erhdhte
BBB-Permeabilitat zeigten (Braniste et al., 2014). Die BBB ermdglicht neben der
Abwehr von pathogenen Mikroben eine selektive Passage von Chemikalien, lonen und
anderen Zellen (Ullah et al., 2023).

Ein weiterer Zusammenhang zwischen Mikrobiota und Immunsystem konnte anhand
der Mikrogliazellen im Gehirn festgestellt werden. Mikrogliazellen sind Teil des
angeborenen zellularen Immunsystems und ebenfalls Bestandteil der BBB (Zheng et
al., 2020). Sie Ubernehmen die Funktion der Phagozytose und Antigenprasentation
von Pathogenen. Die Entstehung, Reifung und Aktivierung von Mikrogliazellen wird
durch Mikrobiota beeinflusst (Zheng et al., 2020). Es konnte gezeigt werden, dass bei
sterilen Mausen nach Zugabe von SCFAs eine Wiederherstellung der Form und
Funktion von Mikrogliazellen beobachtet werden konnte (Erny et al., 2015). SCFAs
sind wie zuvor erwahnt kurzkettige Fettsauren, die als Stoffwechselprodukte durch
Fermentation von Ballaststoffen durch bestimmte Bakterien des Darmmikrobioms
entstehen (Dalile et al., 2019). Ihre Produktion wird durch die Dominanz spezifischer
Bakteriengruppen beeinflusst (Fusco et al., 2023).

Diese SCFAs regulieren nicht nur die Reifung und Aktivierung von Mikrogliazellen im

Gehirn, sondern haben auch einen Einfluss auf die Reifung und Aktivierung von

15



weiteren Zellen des Immunsystems wie T-Lymphozyten, Makrophagen, dendritischen
Zellen und neutrophilen Granulozyten (Corréa-Oliveira et al., 2016). Diese Interaktion
von SCFAs und Immunzellen scheint durch Verringerung von Neuroinflammation eine
stabilisierende Auswirkung auf das Gehirn zu haben (Dalile et al., 2019).
Neuroinflammation beschreibt einen chronischen Entzindungsprozess des
Gehirngewebes, welcher durch Zytokine und Zellen des Immunsystems, die die BBB
passieren konnen, aufrechterhalten wird. Dabei kommt es zur Schadigung von
Nervenzellen und damit einhergehend zu funktionellen Einschrankungen des ZNS
(DiSabato et al., 2016).

(4) Neben den zuvor genannten Kommunikationswegen der GBA spielt auch der
Hormonhaushalt eine wichtige Rolle. Auch hier sind die SCFAs ein essentieller
Bestandteil. Diese kénnen die Produktion von im Gastrointestinaltrakt produzierten
Hormonen Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren beeinflussen. Zu diesen Hormonen
zahlen Ghrelin, Leptin, Insulin, Peptid YY und Glukagon-Like-Peptide 1 (GLP1) (Ullah
et al., 2023). GLP1 wirkt sowohl Uber neuronale als auch endokrine Signalwege und
hat unter anderem Einfluss auf das periphere und zentrale Nervensystem (Ullah et al.,
2023). In Tiermodellen wurde gezeigt, dass GLP1 einen Einfluss auf
Gedachtnisfunktionen wie das Lernen hat und mit einer erhdhten Neuroplastizitat und
Neuroprotektion im Hippocampus einherzugehen scheint. Zudem konnte ein Einfluss
von GLP1 auf die Akkumulation von beta-Amyloid-Plaques und Mikroglia-Aktivierung
im Rahmen der Alzheimer-Demenz nachgewiesen werden (Porter et al., 2011;
McClean et al., 2011).
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Abbildung 2:
Gut-Brain-Axis — die Bidirektionale Kommunikation zwischen Mikrobiom und
Gehirn
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Anmerkung. Darstellung der Bidirektionalen Kommunikation zwischen Mikrobiom und
Gehirn (adaptiert nach Ullah et al. (2023)).

Die Saulen der Gut-Brain-Axis (GBA) bilden: Der neuronale Weg (1) Uber den Nervus
vagus; Neuroaktiven Substanzen (2) wie Dopamin, Serotonin, GABA, Tryptophan; Das
Immunsystem (3) Uber Dendritische Zellen, B- und T-Zellen, Makrophagen,
Neutrophile und Einflussnahme durch SCFAs; Der hormonelle Signalweg (4) Uber die
Hypothalamus-Hypophysen-Achse mit den damit verbundenen Hormonen CRH,
ACTH und Kortison, sowie GLP1 und PYY der Enteroendokrinen Zellen (Ullah et al.,
2023).

Abkirzungen. ACTH = Adrenocorticotropes Hormon; CRH = Corticotropin-Releasing-
Hormon; GABA = Gammaaminobuttersaure; GLP1 = Glukagon-Like-Peptide1; PYY =
PeptidYY; SCFAs = Short-Chain-Fatty-Acids.

1.4.2 Mikrobiom und Dysbiose

Der menschliche Korper steht in einem engen symbiotischen Austausch mit dem
Mikrobiom. Merkmale einer bakteriellen Gemeinschaft sind die Anzahl der
vorhandenen Arten, deren taxonomische Einteilung und die Vielfalt der numerischen

Zusammensetzung (Mack et al., 2016). Es wird angenommen, dass Veranderungen,
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Ungleichgewichte und Abnahme der Vielfalt der Mikrobiota an der Entstehung von
Krankheiten beteiligt sein kdnnten (Bang & Heinzel, 2023). Diese Veranderungen der
Mikrobiota werden als Dysbiose bezeichnet (Sheikh Sajjadieh et al., 2012). Ein
einheitliches Vorgehen zur Erfassung von Dysbiose gibt es aktuell nicht (Bang &
Heinzel, 2023; Z. Li et al., 2022; Ullah et al., 2023; Wallen et al., 2020).

Zur Beschreibung von mikrobieller Vielfalt einer ékologischen Gemeinschaft kdnnen
Metriken zur Bestimmung der Alpha-Diversitat und Beta-Diversitat verwendet werden
(Z.Lietal., 2022; Qian et al., 2020). Die Begriffe der Alpha- und Beta-Diversitat wurden
ursprunglich durch Robert Harding Whittaker gepragt (Whittaker R.H., 1975). Alpha-
Diversitatsmetriken fassen die Struktur einer mikrobiellen Gemeinschaft in Bezug auf
ihre Reichhaltigkeit (Anzahl der taxonomischen Gruppen), ihre GleichmaRigkeit
(Verteilung der Haufigkeiten der Gruppen) oder in ihrer Kombination zusammen (Kers
& Saccenti, 2022; Willis, 2019). Wahrend die Alpha-Diversitat die Zusammensetzung
der Mikrobiota innerhalb einer Probe beschreibt, beleuchtet die Beta-Diversitat die
Unterschiede zwischen zwei Proben oder Gruppen untereinander. Die Beta-Diversitat
wird verwendet, um Unterschiede in der Zusammensetzung der Mikrobiota zu
beschreiben (Qian et al., 2020). Dies wird in Abbildung 3 dargestellt.

Abbildung 3:
Alpha- und Beta-Diversitéat

~

" ProbeA ~ ProbeB

/ ¢ Beta-Diversitat B
\ 4 ) \ Wy,
Alpha-Diversitat A Alpha-Diversitat B

Anmerkung. Veranschaulichung der Alpha- und Beta-Diversitat (Adaptiert nach Qian
et al. (2020))

Aufgrund der zuvor  erwahnten Einschrankungen des 16S-rRNA-
Sequenzierungsverfahren im Hinblick auf Abbildungsfahigkeit der Mikrobiota einer
Probe konnen Verzerrungen in den erhobenen Daten entstehen. Um diesen
Verzerrungen entgegenzuwirken und die mikrobielle Vielfalt mdglichst ganzheitlich
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abzubilden, werden in der Mikrobiomforschung stets verschiedene Metriken
verwendet. Beispiele hierflr sind Metriken zur Abbildung der Alpha-Diversitat. Einige
dieser Metriken gehen nur von den durch das jeweilige Verfahren entdeckten
Mikrobiota aus, wogegen andere versuchen, die durch das Analyseverfahren nicht-
erfassten Mikrobiota zu schatzen und gleichzeitig die GleichmaRigkeit der
unterschiedlichen Mikrobiota zu bertcksichtigen (Poretsky et al., 2014; Willis, 2019).
Die in dieser Arbeit verwendeten Metriken zur Erfassung der Alpha- und Beta-

Diversitat werden erganzend in Kapitel 2.3.2.1 und 2.3.2.2 beleuchtet.

1.4.3 Mikrobiom und IPS

Wie bereits erwahnt geht man bei einer Vielzahl neurologischer Erkrankungen,
insbesondere beim IPS, davon aus, dass sie in Verbindung mit einer Dysbiose des
menschlichen Darmmikrobioms stehen. In zahlreichen Studien konnte das Ausmalfl
der Darmdysbiose bei IPS-Patient:innen entweder mit dem Progress und der Schwere
der Erkrankung oder auch mit deren Entstehung in Verbindung gebracht werden (Bang
& Heinzel, 2023; Keshavarzian et al., 2015; Scheperjans, 2015; Ullah et al., 2023). Der
Einfluss des Mikrobioms auf die Entstehung des IPS kann anhand der zuvor
beschriebenen Achsen der GBA nachvollzogen werden (Ullah et al., 2023). Bis heute
besteht jedoch noch immer kein einheitliches, umfassendes und eindeutiges
Verstandnis dieser pathophysiologischen Mechanismen (Z. Li et al., 2022). Aktuell
werden verschiedenste Theorien zu den Einflissen des Mikrobioms auf die
Entstehung und das Voranschreiten von IPS diskutiert (Nishiwaki et al., 2020).

In einer Arbeit von Nishiwaki et al. (2020) wurden wissenschaftliche Erkenntnisse, die
auf einen Zusammenhang von IPS wund Mikrobiom hindeuten, strukturiert
zusammengefasst. Die im Folgenden beschriebenen Erkenntnisse aus klinischen
Studien deuten darauf hin, dass a-Syn-Fibrillen bei Patient:innen mit IPS aus dem
Darm Uber das PNS Uber den Nervus vagus zum ZNS (Substantia nigra im Mittelhirn)
aufsteigen und so zur Entstehung von IPS beitragen konnten (Chiang & Lin, 2019;
Nishiwaki et al., 2020; Unger et al., 2020).

Autopsien von verstorbenen Patient:innen mit IPS zeigten, dass Ablagerungen von
Lewy-Kodrperchen sowohl im PNS als auch im Kern des Nervus vagus nachgewiesen
werden konnten. Daruber hinaus konnten Ablagerungen von Lewy-Korperchen
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ebenfalls entlang neuroanatomischer Pfade im ZNS bis hin zur Substantia nigra im
Mittelhirn nachgewiesen werden (Braak et al., 2002, 2003, 2004, 2006). Die Theorie
der Arbeitsgruppe um Braak et al. geht von einer neuronalen Ausbreitung der Lewy-
Korperchen vom PNS zum ZNS aus. Diese Hypothese wird durch Beobachtungen
anderer Studien gestiutzt, die eine verlangsamte Progression des IPS nach einer
durchgefuihrten Vagotomie zeigen konnten (Bencsik et al., 2014). In Dickdarmbiopsien
von IPS-Patient:innen konnte histologisch eine vermehrte Anhaufung von a-Syn-
Fibrillen im submukésen Nervengeflecht nachgewiesen werden (Cersosimo, 2015). Es
konnte auRerdem festgestellt werden, dass eine mehrere Jahre zuvor durchgefuhrte
totale Vagotomie zur Behandlung von Zwdlffingerdarmgeschwiiren die Inzidenz von
Parkinson um bis zu 50 % senken konnte (Liu et al., 2017; Svensson et al., 2015). Dies
konnte jedoch nicht in allen Studien belegt werden (Tysnes et al., 2015). Auch konnte
nachgewiesen werden, dass chronisch entzindliche Darmerkrankungen wie Colitis
ulcerosa und Morbus Crohn mit einer deutlich erhdhten Inzidenz von IPS einhergehen
(Lin et al.,, 2016). Patient:innen, welche unter einer chronisch entzindlichen
Darmerkrankung litten, schienen im Vergleich zur Normalbevdlkerung ein 22-25%
hoheres relatives Risiko zu haben, an IPS zu erkranken (Villumsen et al., 2019;
Weimers et al.,, 2019). Auch schien eine in der Vergangenheit durchgefihrte
Appendektomie mit einer im Verlauf um 19 % geringeren Inzidenz von IPS assoziiert
zu sein (Killinger et al., 2018). Somit kdnnte das Entfernen des Appendix vermiformis,
welches als lymphatisches Organ einen Einfluss auf das Immunsystem hat, einen
protektiven Effekt gegen die Entwicklung von IPS haben (Killinger et al., 2018).

Die Theorie Uber die Aszension von a-Syn-Fibrillen bei IPS-Patient:innen aus dem
Darm ins ZNS konnte auch anhand von Tiermodellen nachgewiesen werden. Dort
zeigten intraperitoneale und gastrische Injektionen von a-Syn-Fibrillen eine
anschlieRende Ansammlung von a-Syn-Aggregaten im ZNS (Breid et al., 2016;
Holmqvist et al., 2014; Uemura et al., 2018).

Auch die SCFAs scheinen im Zusammenhang mit IPS eine Rolle zu spielen. Studien
zeigten, dass die Darmmikrobiota von |IPS-Patient:innen sowohl eine verminderte
SCFAs-Konzentration im Stuhl, als auch eine Reduktion von SCFAs-produzierenden
Bakterien aufwiesen (Unger et al.,, 2016). Dazu gehdrten die Familie der
Lachnospiraceae und Faecalibacterium prausnitzii, welche anti-inflammatorische
Eigenschaften besitzen (Ullah et al., 2023). So scheinen auch SCFAs einen Einfluss

auf die Akkumulation von a-Syn im Gehirn zu haben. Im Tiermodell zeigten zuvor
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sterile a-Syn-Uberexprimierende Mause nach oraler Zugabe von SCFAs hohere a-
Syn-Konzentration im Gehirn und eine damit einhergehende Verschlechterung von
fein- und grobmotorischen IPS-Symptomatiken (Sampson et al., 2016). AuRerdem
konnte eine verstarkte Aktivierung der Mikrogliazellen (erhohte Konzentrationen von
TNFa und IL-6) nach Zugabe von SCFAs in zuvor sterilen IPS-Mausen beobachtet
werden. Dabei korrelierte die Aktivierung der Mikrogliazellen und der damit
einhergehenden Neuroinflammation ebenfalls mit dem Ausmall der a-Syn-
Ablagerungen und der motorischen IPS-Symptomatik (Sampson et al., 2016).

Bei IPS-Patient:innen konnte eine erhdhte Darmpermeabilitat — ein sogenannter ,leaky
gut* — festgestellt werden (Forsythe et al., 2014; Hasegawa et al., 2015). IPS-
Patient:innen weisen eine verringerte Expression des tight-junction-Proteins Occludin
auf (Clairembault et al., 2015). Auch scheint die Prasenz von bakteriellen
Oberflachenmolekulen wie Lipopolysacchariden (LPS) von gramnegativen Bakterien
zu einer erhdhten Permeabilitdt der Darmwand zu fuhren. Dies konnte in einer
Tiermodellstudie nachgewiesen werden, in der systemisch verabreichte LPS eine
erhohte Darmpermeabilitat zur Folge hatten (Kelly et al., 2014). Dies konnte sowohl
die Passage von LPS in den systemischen Kreislauf als auch von a-Syn-Fibrillen aus
dem Darm Uber den Nervus vagus ins ZNS vereinfachen (Hasegawa et al., 2015; Kelly
et al., 2014). LPS scheinen auch in vitro die Bildung von a-Syn-Fibrillen zu fordern und
sind gleichzeitig in der Lage, die Funktion der BBB zu beeintrachtigen (C. Kim et al.,
2016; Peng et al., 2021). Dadurch ware das Gehirn einer vermehrten Anzahl an
Pathogenen und anderen toxischen Substanzen ausgesetzt (Bang & Heinzel, 2023;
Rosario et al., 2021). Somit kdnnten LPS ebenfalls durch das ,leaky gut‘-Phanomen
zur Entstehung und Aufrechterhaltung der Neuroinflammation im ZNS eine wichtige
Rolle in der Entstehung von IPS spielen (Bang & Heinzel, 2023; Hasegawa et al.,
2015).

In weiteren Studien an Mausen konnte festgestellt werden, dass die orale
Verabreichung spezifischer mikrobieller Metabolite an sterile Mause IPS-typische
motorische Symptome und Obstipation hervorruft (Sampson et al.,, 2016). Eine
ahnliche Wirkung zeigten Fakaltransplantationen von IPS-Erkrankten in sterile Mause
(Scheperjans et al., 2015). Auch die orale Verabreichung des pathogenen Stammes
Proteus mirabilis konnte eine Schadigung von dopaminergen Neuronen und damit
einhergehenden motorischen Symptomen hervorrufen (J. G. Choi et al., 2018). Diese

Ergebnisse weisen darauf hin, dass Darmbakterien an der Entstehung von IPS-
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typischen Bewegungsstorungen bei Mausen beteiligt sein konnten und legen nahe,
dass entsprechende Veranderungen im menschlichen Mikrobiom einen Risikofaktor
fur die Entstehung von IPS darstellen kénnten (Nishiwaki et al., 2020).

Es gibt auch Kritik bzw. Zweifel an diesem Modell. So konnte z.B. durch elektrische
Stimulation des Nervus vagus eine antiinflammatorische und somit protektive Reaktion
im Gehirn ausgeldst werden (Meneses et al., 2016). Dies ist ein Beispiel daflr, dass
die Theorie um die Aszension von a-Syn-Aggregaten aus dem enterischen
Nervensystem ins ZNS als potentielle Ursache fur die IPS-Entstehung trotz
vielversprechender Ergebnisse umstritten ist (Burke et al., 2008; Meneses et al., 2016;
Tysnes et al., 2015).

Aufgrund stetig wachsender Evidenz geht man jedoch inzwischen von einem starken
Zusammenhang zwischen mikrobieller Dysbiose im Darm und der Entstehung und
Progression von IPS aus (Ullah et al., 2023). So konnten zahlreiche Studien einen
Unterschied in der Abundanz, also der Anzahl von Individuen einer Taxa, von IPS-
Patient:innen und Gesunden feststellen (Bang & Heinzel, 2023; Heinzel et al., 2021;
Z. Li et al.,, 2022; Nuzum et al., 2020; Unger et al., 2020). Dies gilt sowohl fur Stuhl-
als auch fur Speichelproben.

Es folgt ein kurzer Uberblick zu den aktuellen Erkenntnissen Uber unterschiedlich
abundante Taxa in Stuhl- und Speichelproben bei IPS-Patient:innen. Verschiedenste
Studien der letzten Jahre kamen dabei zu unterschiedlichen Ergebnissen. Einige
Ergebnisse konnten in Metaanalysen mehrfach reproduziert werden. Eine Dominanz
der Phyla Firmicutes und Bacteroidetes scheint mit IPS assoziiert zu ein (Haikal et al.,
2019). Bifidobacteriaceae, Lactobacteriaceae, Enterobacteriaceae und
Verrucomicrobiaceae (Gattung: Akkermansia) scheinen bei IPS haufiger abundant zu
sein, wohingegen Lachnospiraceae and Prevotellaceae bei IPS weniger abundant zu
sein scheinen (Barichella et al., 2019; Z.-J. Chen et al., 2021; Mihaila et al., 2019;
Wallen et al., 2020; Zhou et al., 2023).

Wahrend sich ein Grofteil der Studien mit dem Mikrobiom des Darmes
auseinandersetzt, konnten in einigen Studien auch Taxa in der Mundhohle identifiziert
werden, welche bei IPS unterschiedlich abundant vorkamen. So konnten z.B. Mihaila
et al. (2019) ein vermehrtes Vorkommen von Lactobacillaceae in Speichelproben bei
IPS-Patient:innen feststellen.

Aullerdem konnte in mehreren Studien eine hohere Abundanz der Gattung

Lactobacillus aus der Familie der Lactobacteriaceae bei IPS-Patient:innen detektiert
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werden (Z. Li et al.,, 2023; Ullah et al., 2023). Lactobacillus ist typischerweise
Bestandteile von Probiotika (Z. Li et al., 2023). Diese kdnnten zudem bei steigender
therapeutischer Dosierung von Medikamenten zur Therapie motorischer Symptome
von IPS, wie Levodopa oder COMT-Hemmer, vermehrt in der Darmmikrobiota
detektiert werden (Z.-J. Chen et al., 2021; Z. Li et al., 2023). Lactobacillus produziert
ein Enzym, welches in die Verstoffwechselung von Levodopa eingreift. Dies fuhrt dazu,
dass Levodopa bereits im Darm durch enzymatische Aktivitat von Lactobacillus
abgebaut wird und somit eine hohere Konzentrationen von oral verabreichtem
Levodopa fur eine ausreichende Wirkung am Zielort — dem Gehirn — von Néten sind
(Z.-J. Chen et al.,, 2021; Z. Li et al.,, 2023). Dadurch kann es im Verlauf zur
Verabreichung immer hoher werdender Dosen von Levodopa kommen, was wiederum
die Vermehrung von Lactobacillus zu fordern scheint (Z.-J. Chen et al., 2021; Wallen
et al., 2020).

Zusammenfassend stehen viele verschiedene Mechanismen im Verdacht, Uber die
das Mikrobiom an der Entstehung von IPS beteiligt zu sein scheint. Zu diesen zahlen
die Aszension von a-Syn-Aggregaten entlang des Nervus vagus, eine erhohte
intestinale Permeabilitat, der Einfluss der SCFAs und LPS auf physiologische
Prozesse, die Interaktion mit pathogenen Mikrobiota, die Mikrogliazell-Aktivierung im
ZNS sowie die direkte Synthese von neuroaktiven Substanzen durch die Mikrobiota
selbst.

Um weitere Erkenntnisse Uber die Interaktion von Mikrobiom und IPS herauszufinden,
wird in zahlreichen klinischen Studien die Zusammensetzung von Stuhl- und
Speichelproben von |IPS-Patient:innen untersucht. Um solche Veranderungen zu
detektieren und im nachsten Schritt interpretieren zu kdnnen, sind unterschiedliche
Herangehensweisen madglich. Ein haufig verwendetes Instrument zum Erkennen von
mikrobiellen Veranderungen ist, wie bereits erwahnt, die Bestimmung von mehreren
unterschiedlichen Diversitatsmetriken (Ullah et al., 2023; Willis, 2019). So wurde in der
Arbeit von Z. Li et al. (2022) bei der Untersuchung der Mikrobiomdaten auf Dysbiose
bei IPS-Patientiinnen die Alpha-Diversitdt unter Verwendung von sechs
verschiedenen Indizes berechnet. Hier konnte bei IPS-Patient:innen eine geringere
Alpha-Diversitat festgestellt werden (nicht nach Geschlecht, Alter und BMI bereinigt).
Die in der Studie von Z. Li et al. (2022) verwendeten Parameter waren die Richness
(zu deutsch, Reichhaltigkeit), der Chao7-Index, der Abundance-based-Coverage-

Estimator (ACE), der Shannon-Index, der Simpson-Index und die Pielou’s Evenness
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(zu deutsch, GleichmalRigkeit) (Z. Li et al., 2022). Die englischen Begriffe der Alpha-
Diversitatsmetriken sind in der Mikrobiomforschung feststehende Begriffe und werden
daher auch als solche verwendet. Diese werden detailliert in Kapitel 2.3.2.1 betrachtet.
Inwiefern diese Metriken ein geeignetes Mal} zur Bestimmung der mikrobiellen
Unterschiede beim IPS sind, ist Gegenstand aktueller Diskussionen.

Eine Metaanalyse (Plassais et al., 2021) kam zum Schluss, dass Alpha-Diversitat kein
geeigneter Biomarker zur Untersuchung des Mikrobioms im Hinblick auf IPS sei.
Neben der Bestimmung der Alpha- und Beta-Diversitatsmetriken werden zahlreiche
Abundanz-Analysen der Mikrobiota in der Mikrobiomforschung von IPS durchgeflhrt
(Zhou et al., 2023). Abundanz-Analysen untersuchen mittels verschiedener
statistischen Verfahren das unterschiedlich haufige Vorkommen von einzelnen Taxa.
Hier konnten bereits zahlreiche Abundanz-Unterschiede festgestellt werden und in
unabhangigen Studien reproduziert werden (Bang & Heinzel, 2023; Ullah et al., 2023;
Wallen et al., 2020).

Weitere Studien sind notwendig, um Einflisse des Mikrobioms auf das IPS besser zu
verstehen. Noch immer ist nicht klar, ob beobachtete Mikrobiomveranderungen
Ursache oder Resultat des IPS sein konnten. Ein besseres Verstandnis konnte ein
grol3es Potential fur praventive oder kurative Therapieansatze bieten (Bang & Heinzel,
2023; Boertien et al., 2019).

1.5 Hypothesen dieser Arbeit

Im vorherigen Teil wurde die Bedeutung der Mikrobiomforschung im Zusammenhang
mit neurodegenerativen Erkrankungen, insbesondere des IPS, hervorgehoben. Die im
Rahmen dieser Studie untersuchte Kohorte umfasst geriatrische, multimorbide
Patient:innen, die wahrend eines stationaren Aufenthaltes in Norddeutschland auf
mikrobielle Veranderungen untersucht wurden. Studien zu Veranderungen des
Mikrobioms bei stationar behandelten, geriatrischen multimorbiden Patient:innen mit
fortgeschrittenem IPS in einer norddeutschen Kohorte wurden bislang nicht
durchgefuhrt. Im Rahmen dieser Studie konnen bestehende Hypothesen bezlglich
mikrobieller Veranderungen im Rahmen des IPS, welche in der Einleitung beschrieben
wurden, an einer einzigartigen Kohorte Uberprift werden. Zugang zur stationaren

Behandlung und damit zur Teilnahme an der Studie erlangte ein Patient:innen-
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Kollektiv aus multimorbiden, geriatrischen, durch Krankheit stark beeinflussten
Patient:.innen. In dieser Kohorte war es moglich, mikrobielle Veranderungen zwischen
IPS-Patient:innen und nND-Patient:innen trotz einer gewissen Heterogenitat in
Hinblick auf Vorerkrankungen zu analysieren und zu interpretieren. Dies wird durch
einen umfangreichen Datensatz an Faktoren, die das Mikrobiom beeinflussen,
ermoglicht. In dieser Kohorte lassen sich Mikrobiomveranderungen nicht nur zwischen
Gesunden und Erkrankten, sondern auch zwischen IPS-Patient:innen und anderweitig
multimorbid beeintrachtigten nND-Patient:innnen untersuchen.

Hierbei wurde neben dem Mikrobiom des Darmes auch das Mikrobiom der Mundhohle
untersucht, welchem eine immer gréRer werdende Rolle beigemessen wird (Ranjan et
al., 2018).

Im Rahmen dieser Arbeit werden die folgenden zwei Hypothesen untersucht:

Hypothese 1: Es zeigen sich Unterschiede in der Beta-Diversitat und der
Abundanz bestimmter Mikrobiota zwischen Stuhlproben und Speichelproben

einer stationar behandelten, geriatrischen multimorbiden norddeutschen Kohorte.

Hypothese 2: In einer Kohorte von stationar behandelten, geriatrischen
multimorbiden norddeutschen Patient:innen zeigen sich Unterschiede in der
Mikrobiotazusammensetzung von Stuhl- und Speichelproben zwischen Patient:innen
mit Idiopathischem Parkinson-Syndrom (IPS) und nicht-neurodegenerativ

erkrankten (nND) Patient:innen.

a) Es zeigen sich Unterschiede in der Alpha-Diversitat der Mikrobiota.
b) Es zeigen sich Unterschiede in der Beta-Diversitat der Mikrobiota.

c) Es zeigen sich Unterschiede in der Abundanz bestimmter Taxa.
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2 METHODEN
2.1 ComOn-Studie

Die in dieser Arbeit verwendeten Daten wurden im Rahmen der Studie: COgnitive and
Motor interactions in the Older populatioN (ComOn) erhoben (Geritz et al., 2020).
Dabei handelte es sich um eine prospektive, explorative Beobachtungsstudie, die das
Ziel einer umfangreichen quantitativen Datenerhebung von geriatrischen Patient:innen
wahrend eines zweiwochigen stationaren Aufenthaltes verfolgte. Die Datenerhebung
geschah im Rahmen einer frihrehabilitativen geriatrischen Komplexbehandlung auf
der Station fir Neurogeriatrie und internistische Altersmedizin  des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein in Kiel. Die Daten wurden von September
2018 bis Dezember 2020 erhoben.
Neben dem Comprehensive Geriatric Assessment wurde im Rahmen des Protokolls
eine ausflhrliche Testbatterie zu Motorik und kognitiven Fahigkeiten durchgeflihrt,
welche nicht Gegenstand dieser Arbeit ist. AuRerdem wurde der Ernahrungszustand
der Studienteilnehmer:innen untersucht. Dies geschah einerseits durch Bestimmung
objektiver Parameter wie Gewicht, Grole, Body-Mass-Index (BMI) sowie mittels einer
korperlichen Untersuchung. Andererseits wurden validierte Fragebogen wie das Mini
Nutritional Assessment (MNA) (Vellas et al., 1999), das Malnutrition Universal
Screening (MUST) und das Subjective Global Assessment (SGA) erhoben.
Die Testbatterien zu Motorik und kognitiven Fahigkeiten wurden zu zwei Zeitpunkten
durchgefuhrt. Die erste Messung (T1) erfolgte innerhalb der ersten zwei Tage nach
Aufnahme auf der Station. Diese spiegelte am ehesten den prastationaren Zustand
der Patient:innen wider. Die zweite Messung (T2) wurde innerhalb der letzten zwei
Tage des zweiwochigen Aufenthaltes durchgefuhrt (Geritz et al., 2020). Die fur diese
Arbeit verwendeten Daten wurden zu Beginn des stationdaren Aufenthaltes (T1)
erhoben.
Einschlusskriterien der ComOn-Studie waren das Einverstandnis der Patient:innen
bzw. des gesetzlichen Betreuers, ein Alter = 70 Jahre, das Vorliegen einer chronischen
Erkrankung oder von Multimorbiditat und die Fahigkeit, selbstandig zu stehen oder
auch durch Zuhilfenahme von Gehhilfen mindestens drei Meter zu gehen. Auch
jungere Patient:innen, die < 70 Jahre jedoch = 50 Jahre alt waren, wurden in die Studie
miteingeschlossen, sofern diese an mindestens zwei chronischen Erkrankungen litten.
Eine fehlende Einwilligungsfahigkeit, eine klinisch diagnostizierte
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Bewusstseinseinschrankung, sowie eine starke kognitive Einschrankung (<5 Punkte
im Montreal Cognitive Assessment (MoCA)) fuhrten zur Nichtaufnahme oder zum
Ausschluss der Patient:innen aus der ComOn-Studie (Geritz et al., 2020). Ebenfalls
ausgeschlossen wurden Patient:innen mit einer ausgepragten Sturzneigung (22
Sturze in der letzte Woche), einer starken Einschrankung des Kkorrigierten
Sehvermdgens (Sehscharfe < 60%) und einem anamnestischen Drogenkonsum
(auer Nikotin).

Eine Subkategorie der ComOn-Studie war das sogenannte Biobanking, welches die
Erhebung und Lagerung von Bioproben ausgewahlter Studienteilnehmer:innen
umfasst. Zu den Bioproben gehoérten Stuhl-, Speichel- und Blutproben, welche der
Biobank des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein in Kiel zugefihrt wurden. Seit
2017 erfolgt am UKSH eine strukturierte Sammlung von Bioproben im Rahmen eines
Broad Consent, welcher routinemalig allen stationar behandelten Patient:innen
vorgelegt und von den meisten unterschrieben wurde. Das Vorliegen eines Broad
Consent ermoglichte es auch flr unsere Studie zeitkritisches Material unburokratisch
zu erheben, um dies zu einem spateren Zeitpunkt flr spezifische wissenschaftliche

Fragestellungen zeitlich gebundelt untersuchen zu kénnen.

2.1.1  Biobanking

Teilnehmer:innen am Biobanking der ComOn-Studie waren Patient:innen, welche fur
die zusatzliche Erhebung und Asservierung der Bioproben aufgeklart und mit dieser
einverstanden waren. Ein Ethikvotum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat
der Christian-Albrechts-Universitat Kiel liegt vor (Prifantragsnummer: 427/17). Die
Eignung der Patient:innen fur die Teilnahme am Biobanking wurde individuell durch
das Untersucherteam gepruft. Neben den oben genannten Einschlusskriterien war fur
das Biobanking eine ausreichende Mitarbeit seitens der Patientiinnen bei der
Gewinnung der Bioproben sowie eine zuverlassige Kommunikation und Koordination
mit dem Studien- und Pflegepersonal notwendig.

Die Gewinnung der Stuhl- und Speichelproben erfolgte interdisziplinar und unter
engmaschiger Absprache zwischen Studien- und Pflegepersonal. Fir die
Probengewinnung wurden Stuhlprobenréhrchen und orale Abstrichtupfer verwendet.
Die Bioproben wurden in den ersten beiden Tagen des stationaren Aufenthalts
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gewonnen. Ziel war es, Stuhlproben aus dem ersten Stuhlgang wahrend des
stationaren Aufenthaltes in einem extra hierflr bereit gestellten Toilettenstuhl zu
gewinnen. Hierfir war die Mitarbeit der Patient:innen von entscheidender Rolle, da
diese das Personal auf den verrichteten Stuhlgang selbst hinweisen mussten. Die
Probengewinnung erfolgte entweder durch das Studienpersonal oder in Absprache
durch das Pflegepersonal. Es folgte die zeitnahe Erhebung der Speichelprobe aus der
Mundschleimhaut der Patient:innen durch das Studienpersonal. Anschlieliend wurden
die Bioproben nach Gewinnung fur maximal 24 Stunden bei Raumtemperatur
zwischengelagert, woraufhin die Bioproben der Biobank zugefuhrt wurden, wo sie bei

-80 °Celsius tiefgefroren wurden.

2.2 Datenerhebung
2.21 Mikrobiomdaten-Verarbeitung

Die Auswertung der Proben erfolgte gesammelt durch das Institut flr Klinische
Molekularbiologie (IKMB) in Kiel. Es wurde das 16S-rRNA-Verfahren zur Generierung
der Mikrobiomdaten verwendet. Es folgt nun die Beschreibung der Verarbeitung und
Analyse der Stuhl- und Speichelproben. Detailliertere Beschreibungen zum Ablauf des
16S-rRNA-Verfahrens am IKMB in Kiel finden sich in Publikationen von Trautmann et
al. (2020) und Troci et al. (2022).

Die DNA der Stuhlproben wurde unter Verwendung des Q/Aamp DNA Fast Stool Mini
Kits semi-automatisiert auf dem QI/Acube extrahiert. Fur die Speichelproben wurde das
QIAamp UCP Pathogen Mini Kit semi-automatisiert auf dem QIAcube verwendet.
Extrahierte DNA der Stuhl- und Speichelproben wurde vor der PCR-Amplifikation bei
-20 °C gelagert. Bei der Extraktion der Proben wurden leere Extraktionskontrollen
miteinbezogen (Troci et al., 2022).

Fur die Sequenzierung wurden die variablen Regionen V1 und V2 des 16S-rRNA-
Gens innerhalb der DNA-Proben unter Verwendung des Primerpaares 27F-338R
amplifiziert (Caporaso et al., 2012). Die PCR-Produkte wurden durch Elektrophorese
in einem Agarosegel verifiziert und anschlieBend mit dem SequalPrep Normalization
Plate Kit normalisiert, equimolar kombiniert und auf dem /llumina MiSeq v3 2x300bp

sequenziert (Trautmann et al., 2020).

28



Die Verarbeitung der Mikrobiotadaten erfolgte unter Verwendung des DADA2-
Workflows fur groRe Datensatze, mit dem Ziel Haufigkeitstabellen zu erstellen, welche
die Abundanz der Bakterien und ihrer taxonomischen Einheiten abbilden (Callahan et
al., 2016). Haufigkeitstabellen von Mikrobiomdaten basieren auf der Analyse von
Markergenen, welche zur Kategorisierung von Bakterien dienen. Bei einer
Sequenzahnlichkeit der Markergene von 97% werden diese als amplicon sequencing
variants (ASVs) zusammengefasst (DADA2-spezifisch) (Qian et al., 2020). Diese
ASVs wurden taxonomisch — wenn moglich - bis auf Speziesebene zugeordnet.
Sequenzierungen, welche nicht zugeordnet werden konnten, wurden in die feinst
mdgliche taxonomische Klassifikation eingeteilt (Callahan et al.,, 2016). Fur die
weiteren Analysen wurden nur Daten aus Proben mit 10.000 abgelesenen eindeutigen

Sequenzen (reads) verwendet.

2.3 Datenauswertung

In diese Arbeit wurden Mikrobiotadaten von den Teilnehmer:innen der ComOn-Studie,
die am Biobanking der ComOn-Studie im Messzeitraum von September 2018 bis
Dezember 2020 teilgenommen haben, eingeschlossen. Zur Beantwortung der
Hypothesen 1 und 2 dieser Arbeit wurden drei Subgruppen mit unterschiedlichen Ein-
und Ausschlusskriterien gebildet. Das Vorgehen wird in Abbildung 4 visualisiert. Zur
Beantwortung der Hypothese 1 wurde die Subgruppe ,,Stuhl- vs. Speichelproben*
gebildet, in die alle Patient:iinnen aus dem Biobanking unabhangig von ihrem
Erkrankungsstatus (Neurodegeneration ja/nein) eingeschlossen wurden, die zum
Messzeitpunkt T1 sowohl eine Stuhl- als auch eine Speichelprobe abgegeben hatten.
Zur Beantwortung der Hypothese 2 wurden zwei Subgruppen gebildet: ,,IPS vs. nND:
Stuhlproben® (Patient:innen mit Stuhlproben zum Messzeitpunkt T1) und ,,IPS vs.
nND: Speichelproben® (Patient:innen mit Speichelproben zum Messzeitpunkt T1).
Dabei wurde zur Bildung der Gruppe der Patient:innen mit IPS auf die Diagnose G 20.-
nach ICD-10 gefiltert. In die Gruppe der nND wurden alle Patient:innen mit Stuhl- oder
Speichelproben eingeschlossen, die zum Entlasszeitpunkt keine neurodegenerative F-
oder G-Diagnose nach ICD-10 aufwiesen.

Zur Beantwortung der Hypothese 1 wurde zunachst die Beta-Diversitat auf Gattungs-
und Speziesebene erhoben. AnschlieRend wurden zur Auswertung der unterschiedlich
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abundanten Taxa eine Random-Forest- und EdgeR-Analyse auf Phylumebene
durchgefuihrt. Zur Beantwortung der Hypothese 2 wurde die Alpha-Diversitat (2a), die
Beta-Diversitat (2b) und die Random-Forest- und DESeq2-Analysen (2c) verwendet.
Die Auswertung der Mikrobiomdaten fur die Alpha- und Beta-Diversitat erfolgte jeweils
auf den taxonomischen Ebenen Gattung und Spezies. Die Random-Forest- und

DESeg2-Analysen erfolgten auf Familienebene.

30



usauulijuaied apjuenya Aljelsuabapolnau-1yoiu = gNU ‘WolpuAg-uosuied wayosiyiedolpl Jiw usuul:juaned = Sd| ‘usbunzinyqy
‘usjiey pjundyezsseug wnz gL-go| Yyoeu asoubeiq-9 Japo -4 aAielausbapolinau auiay alp ‘uassojyosabule uaqoldiayoladg

JBpo -|yniS Jw uauullualed aje sjiamal uspinm gNu Jap addnig aip n4 “uayueb QL-godl yoeu -0z © asoubeiq alp jne apinm Sd|
W usauuluaed Jap addnig sap Bunpjig unz (11 pundiszsss|N wnz usaqoldjayolads jw usuulijuaned) ,uaqoldiayoliads :gNU ‘SA SdI”
pun (L1 Pundyazsss|\ wnz uaqoddiyniS Jw usuurjusied) ,usqotdiynis :gNu ‘SA SdI“ :1opjigeb uaddnibgng 1emz uspinm UspInm g
asayjodAH Jep Bunuomjueag inz "uspey uagababqe aqoid|pyoladg aule yone s|e -|yniS auld [YOMOS | | PHund)iazssa|) wnz alp ‘uspinm
uassojyosabula Bujueqoig wap sne uauul:juaijed ajje alp ul 1op|iqab ,uaqoidjayoiadsg ‘sA -jynmis addnibgng aip apinm | asayjodAH Jap
Bunuomjueag inz 19p|iqeb uaddnibgng 181p uspinm aIpnN}S-uQuWo) Jap sbuueqolg sep usuullawyau|islualpn}S usp sny ‘bumnyiswuy

(asAjeuy-gbas3q 'g 152104 wopuey 37 25aYlodAH ¢ 1euSIaAIg-e13g Qg 2524100AH ¢ 1eusiang-eyd|y (BZ 2524l00AH) (asAjeuy-zbas3aq @ 152.104-WOpPUEY JEUSISAIT-E12E)

7 3sayjodAH T @sayjodAH
uagouadjayoiads :gNu "SA Ssdl uaqoadjynis :anu "sA sdi uaqoadjayoiads “sa uaqoidjynis
0T-a21 Y2eu asoudelg-9 J3po -4 J2NLeRURS3paInau 3Uyo igNu 0T-0J1 Y2eu 3s0ueI]-5 J3P0 -4 JAAIJRISUIFRPOINZU FUYO (QNU
0T-a21 Yrew 2scuelq - 07 9 *Sdl 0T-001 y2eu asoudeig 07 © *a0d
11 nz uaqoidjayaiads yone
11 nz uaqoidjaysiads Jw uauupluaned| | Tl nz uaqoidjynis Jw uauul:ualed S|e -|ynis |YOMOS L uauui:juaned

i \\\\\\\\\\\\\:
wayy |

a

alpnis-uQwo) Jap Supjueqolg We uauul:1awyaujialusipnls

uasayjodAH Jep Bunpomjueag inz usddnibqns Jep bunpjig

'y Bunp|iqqy



2.3.1 Demographische und klinische Daten

Um bei den Ergebnissen aus den Auswertungen der Mikrobiomdaten neben der
Unterteilung IPS vs. nND andere auf das Mikrobiom einflussnehmende Faktoren zu
bericksichtigen, wurden aus dem ComOn-Studienprotokoll zahlreiche klinische und
demographische Daten erhoben. Diese wurden, wie auch die Stuhl- und
Speichelproben, zum Zeitpunkt der T1-Messungen erhoben. Zu den bertcksichtigten,
das Mikrobiom beeinflussende Faktoren, gehdéren: Herkunft, Alter, Geschlecht, BMI,
Alkoholkonsum, Antibiotikaeinnahme in den letzten sechs Monaten, das Vorliegen von
Obstipation oder Diarrh6, die Anzahl der wochentlichen Stuhlgange, die Anzahl
eingenommener Medikamente sowie die Ernahrungssituation anhand des
Screeningergebnisses des MNA der Patient:innen. Die Patient:innen stammten alle
aus Norddeutschland, was dem Einzugsgebiet der geriatrischen Abteilung des UKSH
in Kiel entspricht.

Wahrend des stationdren Aufenthaltes wurde den Patientiinnen eine Batterie an
Fragebdgen vorgelegt, die entweder eigenstandig oder mit Hilfe des Studienpersonals
ausgefullt wurden. Teilnehmenden Patient:innen am Biobanking wurden zusatzliche
Fragebdgen vorgelegt. Hierzu zahlen das Mini Nutritional Assessment (MNA), das
Malnutrition Universal Screening (MUST) und das Subjective Global Assessment
(SGA) (Vellas et al., 1999). Aus diesen Fragebdgen konnten die in Abbildung 5
aufgefuhrten, fir das Mikrobiom relevanten, EinflussgroRen ableitet werden. Der
Parameter ,Alkoholkonsum® wurde unterteilt in kein Alkoholkonsum (0) und
Alkoholkonsum (1). Der Parameter ,Alkoholkonsum im letzten Jahr“ bestand aus
sechs Kategorien: nie (0), einmal pro Monat oder weniger (1), zwei bis dreimal pro
Monat (2), ein bis zweimal pro Woche (3), drei bis sechsmal pro Woche (4) und taglich
(5). Bei dem Parameter ,Antibiotikaeinnahme in den letzten 6 Monaten“ wurde
zwischen ,Nein“ (0) oder ,Ja“ (1) unterschieden. Ob die Patientiinnen unter
,Obstipation“ oder ,Diarrhd“ litten wurde ebenfalls in Fragebdgen abgefragt. Diese
Parameter unterteilten sich in nie (0), manchmal (1), haufig (2) oder sehr haufig (3).
Auch die Anzahl der wochentlichen Stuhlgénge floss in die Auswertung mit ein. Die
Ernahrungssituation der Patient:innen wurde anhand des Screeningergebnisses des
MNA berucksichtigt. Im Rahmen des MNA wurden Aspekte wie Abnahme der
Nahrungsaufnahme, Gewichtsverlust, Mobilitat, akute Krankheit, neuropsychologische

Probleme und der BMI miteinbezogen.
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Abbildung 5:

Das Mikrobiom beeinflussende Grof3en

Einflussnehmende GrofRen

Demographische Daten

=  Herkunft =  Antibiotikacinnahme im letzten halben Jahr
0 = nein

= Alter 1=ja

=  Geschlecht = QObstipation
0 = nie
1 =manchmal

Klinische Daten 2 = haufig

3 = sehr haufig
= Body-Mass-Index (BMI)

kg Korpergewicht/m? = BMI = Diarrhoe
0 = nie
= Alkoholkonsum 1 =manchmal
0 = kein Alkoholkonsum 2 = haufig
1 = Alkoholkonsum 3 = sehr haufig
*  Alkoholkonsum im letzten Jahr ®»  Anzahl wachentlicher Stuhlgénge
0 = nie
1 = 1x/Monat oder weniger ®»  Anzahl eingenommener Medikamente
2 =2 -3x/Monat
3=1-2x/Woche = Mini Nutritional Assessment (MNA)
4 = 3 - bx/Woche Screening Ergebnis

5 = téglich oder haufiger

Anmerkung. Das Mikrobiom beeinflussende GrofRRen, die in dieser Arbeit bertucksichtigt
wurden. Diese konnen in demographische und klinische Daten unterteilt werden.
Aufgefuhrt ist zudem die Zusammensetzung der einzelnen klinischen Faktoren.
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2.3.2 Mikrobiomdaten
2.3.2.1 Alpha-Diversitat

Die in dieser Arbeit verwendeten Parameter zur Abbildung der Alpha-Diversitat sind
gangige Parameter der Mikrobiomforschung und wurden so auch von Li et al. in einer
groRangelegten Metaanalyse zu dem Thema ,Differences in Alpha Diversity of Gut
Microbiota in Neurological Diseases“ verwendet (Z. Li et al., 2022). Zur Uberprifung
der Hypothese 2a hinsichtlich Alpha-Diversitatsunterschiede bei IPS vs. nND wurden
folgende Parameter zur Abbildung der Reichhaltigkeit der Mikrobiota der untersuchten
Proben verwendet: die Richness, der Chao7-Index und der ACE. Um auch die
Gleichmaliigkeit der Verteilung der Mikrobiota in der jeweiligen Probe festzustellen
wurden die Pielou’s Evenness, der Shannon-Index, und der Simpson-Index
herangezogen. Im Folgenden werden die einzelnen Parameter und deren

Aussagekraft dargestellt.

(1) Richness

Die Richness ist die Anzahl der tatsachlich beobachteten oder identifizierten ASVs der
Probe und spiegelt somit eine direkte Zahlung der verschiedenen Arten wider (Kers &
Saccenti, 2022; Thukral, 2017).

(2) Chao1-Index

Der Chao1-Index wurde von Anne Chao entwickelt und ist ein Abundanz-basierter
nicht-parametrischer Schatzer, der versucht, die gesamte Reichhaltigkeit des
Mikrobioms abzubilden (Chao, 1984). Da bei der Analyse der Probe lediglich die
abbildungsfahige Mikrobiota (genauer ASVs) und nicht das gesamte Mikrobiom
bestimmt werden kann, missen Mikroorganismen, die im Mikrobiom vorhanden sind,
aber nicht beobachtet wurden, mitbertcksichtigt werden. Ziel ist es, eine Schatzung
fur die wahre Anzahl der Arten abzugeben, einschliellich derjenigen, die
moglicherweise durch das 16S-rRNA-Verfahren nicht beobachtet wurden (Chao &
Chiu, 2016). Bei dieser Metrik wird davon ausgegangen, dass seltene Taxa die
meisten Informationen Uber die Anzahl der fehlenden Taxa liefern. Dabei
bericksichtigt der Chao7-Index folgende Faktoren: die Richness, die Anzahl der
Singletons (einmalig beobachtete Spezies) und die Anzahl der Doubletons (doppelt
beobachtete Spezies). Eine Wiedergabe der Abundanz ist nicht moglich (B.-R. Kim et
al., 2017; Qian et al.,, 2020). Der Chao17-Index verleiht somit den Taxa mit einer

geringeren Haufigkeit ein starkeres Gewicht (Chao, 1984; Kers & Saccenti, 2022).
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(3) Abundance-based-Coverage-Estimator (ACE)

Der ACE ist ahnlich wie der Chao1-Index ein nicht-parametrischer Schatzer, der Uber
einen anderen Ansatz versucht, das gesamte Mikrobiom der Probe naherungsweise
abzubilden. Dabei wird Uber einen Schwellenwert (10) in zwei Gruppen eingeteilt:
Spezies welche selten vorkommen, und Spezies, welche haufig vorkommen. Die
Formel des ACE fuhrt dazu, dass Arten, welche nur selten vorkommen, ahnlich wie
beim Chao1-Index, eine groRere Bedeutung bekommen. Im Gegensatz zum Chao1-
Index verwendet der ACE nicht nur Singletons und Doubletons, sondern auch
Informationen zur Abundanz der beobachteten Spezies (Hughes et al., 2001; B.-R.
Kim et al., 2017).

(4) Pielou’s Evenness

Die Gleichmaligkeit ist ein Mal fur die relative Haufigkeit der verschiedenen Arten im
selben Gebiet. Die Pielou’s Evenness ist ein Mal} daflr, wie gleichmallig die Arten in
einer Gemeinschaft verteilt sind. Der Wert der Pielou’s Evenness variiert zwischen 0
und 1, wobei 1 flr eine Gemeinschaft mit perfekter GleichmaRigkeit steht. In Richtung
0 nimmt die Pielou’s Evenness mit zunehmender UngleichmaRigkeit ab (Kohn, 1977).
(5) Shannon-Index

Der Shannon-Index, oder auch Shannon-Wiener-Index ist eine Schatzung fur die
Vielfalt der Taxa in einer Probe und kombiniert sowohl Reichhaltigkeit als auch
Gleichmaligkeit miteinander (Kers & Saccenti, 2022; B.-R. Kim et al., 2017; Lemos et
al., 2011). Der Shannon-Index verwendet dabei die relativen Haufigkeiten der
verschiedenen Taxa und misst der Reichhaltigkeit an Taxa ein groReres Gewicht als
der GleichmaRigkeit bei (Kers & Saccenti, 2022; B.-R. Kim et al., 2017). Der Index
reagiert sensitiv auf Veranderungen in der Dominanz und Haufigkeit der Arten und
gewichtet seltene Arten starker, was bedeutet, dass er hoher ist, wenn die Zahl der
seltenen Arten zunimmt (Qian et al., 2020). Der Shannon-Index variiert von 0 bis 5.
Ein héherer Shannon-Index deutet auf eine hohere Diversitat oder Heterogenitat in der
Gemeinschaft hin (Kers & Saccenti, 2022; B.-R. Kim et al., 2017; Qian et al., 2020).
(6) Simpson-Index

Der Simpson-Index ist eine Schatzung der Taxa-Diversitat, der Reichtum und
GleichmaRigkeit kombiniert (Kers & Saccenti, 2022; Lemos et al., 2011). Dieser Index
bericksichtigt bei seiner Messung eher die Taxa-GleichmaRigkeit als die Taxa-
Reichhaltigkeit. Der Simpson-Index legt mehr Gewicht auf dominante Taxa und

reagiert empfindlicher auf Veranderungen dieser. Er variiert von 0 bis 1, und der Index
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steigt, wenn die Vielfalt abnimmt. Somit deutet ein niedriger Simpson-Index auf eine
héhere Diversitat hin, wahrend ein hoher Index auf eine geringere Diversitat und
starkere Dominanz hindeutet (Kers & Saccenti, 2022; B.-R. Kim et al., 2017; Qian et
al., 2020).

All diese Alpha-Diversitatsmetriken geben keine Informationen daruber, welche Arten
in der Gemeinschaft vorhanden sind, welche Funktion diese erfullen oder wie ahnlich
beziehungsweise unterschiedlich diese sind (Kers & Saccenti, 2022; B.-R. Kim et al.,
2017; Qian et al., 2020). Die Alpha-Diversitat der Stuhl- und Speichelproben dieser
Arbeit wurde durch die sechs zuvor vorgestellten Metriken: Richness, Chao1-Index,

ACE, Pielou’s Evenness, Shannon-Index und Simpson-Index abgebildet.

2.3.2.2 Auswertung der Alpha-Diversitat

Zur Berechnung der Alpha-Diversitatsmetriken wurde das Statistikprogramm R 4.3.2
mit dem R-Paket ,vegan®“ verwendet (Oksanen et al., 2022). Zur anschliellenden
Auswertung der Ergebnisse der Alpha-Diversitatsberechnungen wurde das
Statistikproramm JASP 0.16 verwendet.

Dort wurden die Daten zunachst auf Ausreil3er untersucht und diese aus den Daten
entfernt. Als Ausreil3er wurden Werte identifiziert, die sich auf3erhalb eines Bereiches
von drei Standardabweichungen ausgehend vom Mittelwert befanden. Bezlglich der
Alpha-Diversitatsmetriken wurde ein Ausreier identifiziert und fur die weiteren
Analysen ausgeschlossen.

Die errechneten Alpha-Diversitatsmetriken der Stuhl- und Speichelproben wurden je
nach Vorliegen einer Normalverteilung unter Verwendung des Student-T-Tests oder
Mann-Whitney-U-Tests auf statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen IPS und nND untersucht. Dabei wurde die Alpha-Diversitat sowohl auf
Spezies- als auch auf Gattungsebene untersucht. Anschlieend wurden signifikant
unterschiedliche Metriken in Hinblick auf die zuvor beschriebenen, auf das Mikrobiom
einflussnehmenden Grollen untersucht. Hierflir wurden mittels T-Tests und
Korrelationsanalysen nach Pearson oder Spearman, je nach Skalenniveau,
einflussnehmende Grolien bestimmt. Diese einflussnehmenden Grélien zeigten in den
jeweiligen Subgruppen zum Teil signifikante Unterschiede. AnschlieRend wurden zur

weiteren Beurteilung der jeweils signifikant unterschiedlichen einflussnehmenden
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GroRen Kovarianzanalysen (ANCOVA) gerechnet. Die jeweils im T-Test signifikanten
Alpha-Diversitatsmetriken wurden dabei als abhangige Variable verwendet, wahrend
die im T-Test als signifikant identifizierten, auf das Mikrobiom einflussnehmenden
Grollen als unabhangige Variable in die ANCOVA einflossen. Die Gruppierung
erfolgte anhand des Faktors IPS vs. nND. Dies wird in Abbildung 6 veranschaulicht.

Abbildung 6:
Statistische Analysen zur Alpha-Diversitét

Alpha- Einflussnehmende
Diversitatsmetriken Grofden
¥
T-Test

Student's T
Mann-Whitney-U/

signifikant
h 4 Y

T-Test/Korrelation mit signifikanten
Alpha-Diversitatsmetriken

signifikant
Student's T/ Mann-Whitney-U
Pearson/Spearman
signifikant
ANCOVA

Abhangige Variable Unabhangige Variable

Sa

S = Signifikante Signifikant

é 2 Alphadiversitéts- beeinflussende
2w metriken Einflussnehmende
5 % GroBen

Anmerkung. Darstellung der aufeinander aufbauenden statistischen Analysen zur
Interpretation des Zusammenhanges der Alpha-Diversitatsmetriken und den auf das
Mikrobiom einflussnehmenden Gréf3en. Zur Berechnung der ANCOVA wurden als
abhangige Variable, die jeweils im T-Test signifikanten Alpha-Diversitatsmetriken
verwendet. Diese wurden wiederum mit den einflussnehmenden GréRen mittels T-
Test/Korrelation (je nach Skalenniveau und Verteilungsmuster) auf Signifikanz
untersucht. Die in diesen Tests signifikanten einflussnehmenden GréRRen flossen als
unabhangige Variable in die ANCOVA mit ein. Als Gruppenfaktor dient die Unterteilung
zwischen IPS vs. nND.

Abktirzung. ANCOVA = Kovarianzanalyse, IPS = Patient:innen mit idiopathischem
Parkinson-Syndrom; nND = nicht-neurodegenerativ erkrankte Patient:innen
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2.3.2.3 Auswertung der Beta-Diversitat

Zur Uberpriifung der Hypothese 1 und 2b wurde die Beta-Diversitat der
Mikrobiotadaten untersucht. Diese wird verwendet, um die unterschiedliche
Zusammensetzung (Dissimilaritat) zweier unterschiedlicher Proben voneinander
darzustellen. Beta-Diversitatsmetriken fassen zusammen, welche Proben sich
voneinander unterscheiden, indem sie je nach Metrik, Sequenzhaufigkeiten oder nur
das Vorhandensein oder Nichtvorhandenseins der Sequenzen bertcksichtigen (Kers
& Saccenti, 2022). In dieser Arbeit wurde die Abstandsmetrik des Bray-Curtis-Index
verwendet. Der Bray-Curtis-Index misst die unterschiedliche Zusammensetzung
zwischen den mikrobiellen Gemeinschaften zweier Proben auf Grundlage von
Zahlungen der gleichen und unterschiedlichen Spezies oder Gattungen in jeder Probe
(Qian et al., 2020). Er variiert von 0 (die beiden Proben haben alle Spezies/Gattungen
gemein) bis 1 (die beiden Proben haben keine Spezies/Gattungen gemein)(Qian et al.,
2020). Dabei wird die Bray-Curtis-Dissimilaritat jeweils paarweise zwischen allen
Proben berechnet (Kers & Saccenti, 2022).

Die Auswertung der Mikrobiotadaten erfolgte durch die webbasierte Plattform
Microbiome Analyst (Chong et al., 2020). Die hochgeladenen Datensatze wurden
zunachst gefiltert. Der low count filter wurde auf O und der low variance filter, basierend
auf der inter-quantile range, auf 10% eingestellt. Bei der anschliellenden
Normalisierung der Daten wurde ein data scaling basierend auf dem ftotal sum scaling
durchgefuhrt. Diese Einstellungen wurden auch fur die anschlielenden Abundanz-
Analysen verwendet.

Da Mikrobiomdaten hochdimensionale Daten sind, wurden die Ergebnisse der Beta-
Diversitat visuell in einer Ordinationsgrafik dargestellt. Ordinationsgrafiken werden
verwendet, um die Komplexitat der Mikrobiomdaten zu vereinfachen, indem die Daten
geometrisch auf weniger Dimensionen, sogenannte nicht-metrische multidimensionale
Skalierungen (NMDS), projiziert werden (Qian et al., 2020). Die Beta-Diversitat wurde
sowohl auf Gattungs- als auch auf Speziesebene berechnet. Anschliellend wurden die
Ergebnisse auf statistische Signifikanz untersucht. Fur diese Untersuchung wurde eine
Permuatational Analysis Of Variance (PERMANOVA) mittels Microbiome Analyst
durchgefihrt (Qian et al., 2020). Die Durchfiihrung der statistischen Analysen mittels
Microbiome Analyst folgt einem standardisierten, vorprogrammierten Algorithmus.
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2.3.2.4 Auswertung der Random-Forest-Analyse

Um nicht nur die Mikrobiotadaten auf Basis von Diversitatsmetriken zu beurteilen
wurden im nachsten Schritt die Stuhl- und Speichelproben der Gruppen IPS vs. nND
auf deren unterschiedlich abundante Taxa untersucht. Dafur wurde die Random-
Forest-Analyse unter Verwendung von Microbiome Analyst durchgefuhrt. Die
Random-Forest-Analyse ist ein Maschinenlernalgorithmus, der haufig zur
Klassifizierung verschiedener Gruppen von Mikrobiotadaten verwendet wird. Dabei
werden verschiedene Entscheidungsbaume erstellt, wobei jeder Baum auf einer
zufalligen Teilmenge der Daten und Merkmale basiert. Das Ergebnis der Random-
Forest-Analyse gibt Auskunft Gber die Wichtigkeit einzelner Taxa zur Unterscheidung
von Gruppenmerkmalen und wird als MeanDecreaseAccuracy (MDA) angegeben
(Breiman, 2001). Die Random-Forest-Analyse wurde auf Gattungsebene durchgefuhrt
und anhand folgender Einstellungen berechnet: Anzahl der Entscheidungsbaume:
1000, Anzahl der verwendeten Pradiktoren: 10, und zur besseren Reproduzierbarkeit

wurde als Basis flr die Analyse eine Konstante (123456) verwendet.

2.3.2.5 Auswertung der DESeq2/EdgeR-Analyse

Im nachsten Schritt wurde eine Einzelfaktoranalyse (DESeq2/EdgeR-Analyse) auf
Microbiome Analyst durchgeflhrt. Diese Analyse ermdglicht es, im Gegensatz zur
Random-Forest-Analyse, Aussagen uber statistisch signifikant unterschiedliche Taxa
in zwei Gruppen herauszufinden und gibt an, ob diese haufiger oder seltener
vorkommen (Love et al.,, 2014). Dabei wird das Verhaltnis der durchschnittlichen
Haufigkeit der Taxa der verschiedenen Gruppen berechnet. Das Ergebnis wird als
LogFoldChange (LFC) angegeben. Dabei steht ein positiver LFC fur Taxa, die in der
untersuchten Gruppe haufiger vorkommen, und ein negativer LFC fur Taxa, die
seltener vorkommen (Love et al., 2014). Das Signifikanzniveau alpha wurde aufgrund
multiplen Testens auf 0.01 adjustiert, um die signifikanten LFC der Taxa zu
identifizieren. Die EdgeR-Analyse wurde zur Analyse der Hypothese 1 aufgrund des
grol3en Datensatzes von 144 Proben verwendet. Die DESeq2-Analyse wurde fur die
Hypothese 2 verwendet, da hier die Datensatze mit 53 und 63 Proben nicht zu grof3

waren.
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3 ERGEBNISSE

Zuerst werden flr die gesamte untersuchte Kohorte die demographischen Daten
beschrieben. Im Anschluss folgt die Beantwortung der Hypothese 1. AnschlieRend
wird auf die Ergebnisse der Hypothese 2 eingegangen. Hierzu wurden die
Mikrobiomdaten auf Alpha-Diversitatsunterschiede (2a) , Beta-Diversitatsunterschiede

(2b) und Berechnung der Random-Forest- und DESeq2-Analysen (2c) untersucht.

3.1 Demographische Daten

In den durchgefuhrten Untersuchungen dieser Arbeit nahmen n = 03
Studienteilnehmer:innen teil. Davon waren 46 weiblich und 47 mannlich. Aus diesen
Teilnehmer:innen ergaben sich die zuvor erwahnten drei Subgruppen fir die jeweiligen
Untersuchungen (Abbildung 4). Zur Subgruppe ,IPS vs. nND: Stuhlproben® trugen n
= 53 Patient:innen mit einem durchschnittlichen Alter von 79 + 7 Jahren bei, wobei 24
weiblich und 29 mannlich waren. Die Subgruppe ,IPS vs. nND: Speichelproben®
setzte sich aus n = 63 Patient:innen mit einem durchschnittlichen Alter von 78 + 8
Jahren zusammen, wobei 31 weiblich und 32 mannlich waren. Zur Subgruppe
»Stuhlproben vs. Speichelproben®, die zur Beantwortung der Hypothese 2 gebildet
wurde, trugen n = 72 Patient:innen mit einem durchschnittlichen Alter von 78 + 7 Jahre
bei, wobei 33 weiblich und 39 mannlich waren. Eine Ubersicht (iber die

demographischen Daten der drei Subgruppen liefert Abbildung 7.
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3.2 Einflussnehmende Faktoren

Die Subgruppe ,,IPS vs. nND: Stuhlproben“ setzte sich aus 20 IPS-Patient:innen und
33 nND-Patient:innen zusammen. Die Subgruppe war mit einem durchschnittlichen
BMI von 26.5 + 5.6 kg/m? leicht (ibergewichtig. Der aktuelle Alkoholkonsum wurde im
Durchschnitt mit 0.5 + 0.5 Punkten angegeben, der Alkoholkonsum im letzten halben
Jahr mit einem durchschnittlich Punktwert von 1.5 + 1.5. Der Durchschnitt des
Parameters Antibiotikaeinnahme in den letzten 6 Monaten betrug 0.3 £ 0.5 Punkte. Fur
die Parameter der Stuhleigenschaften zeigte sich der Parameter Obstipation mit einem
durchschnittlichen Wert von 0.9 £ 0.9 Punkten und der Parameter Diarrh6e mit 0.3 +
0.7 Punkten angegeben. Die Anzahl der wochentlichen Stuhlgange betrug im
Durchschnitt 6 £ 3. Das MNA-Screeningergebnis betrug im Durchschnitt 11.2 + 2.2
Punkte. Durchschnittlich nahmen die Patient:innen der Subgruppe 7 + 4 Medikamente
pro Tag zu sich. Bis auf den BMI zeigten die aufgeflhrten einflussnehmenden
Faktoren der Subgruppe ,IPS vs. nND: Stuhlproben® keinen signifikanten Unterschied
zwischen IPS- und nND-Patient:innen. Im Student T-Test der Subgruppe ,IPS vs.
nND: Stuhlproben® waren die Mittelwerte des BMI signifikant unterschiedlich (t(47) =
2.35, p = 0.023). IPS-Patient:innen hatten einen signifikant niedrigeren BMI (24 + 3.7
kg/m?) als nND-Patient:innen (27.8 + 5.9 kg/m?). Weitere Informationen zu den
einflussnehmenden Faktoren der Subgruppe ,IPS vs. nND: Stuhlproben® kénnen der

Tabelle 2 und Anhang 2 enthommen werden.

42



Tabelle 2:
Einflussfaktoren der Gruppe Stuhlproben: IPS vs. nND

Einflussfaktoren -

Stuhlproben: IPS vs. Test T-/U-Werte df p-Wert
nND

Geschlecht Mann-Whitney 314 - 0.905
Alter Student -1.685 50 0.098
BMI Student 2.356 47 0.023*
Alkoholkonsum Mann-Whitney 276 - 0.677
::'t':t’::"jk:h"rs”m '™ Mann-Whitney 88 - 0.516
Antibiotikaeinnahme

in den letzten 6 Mann-Whitney 121 - 0.550
Monaten

Obstipation Mann-Whitney 92 - 0.636
Diarrhoe Mann-Whitney 102 - 0.756
Anzahl

wochentlicher Mann-Whitney 110.5 - 0.800
Stuhlgange

MNA: S.creenmg- Mann-Whitney 235 - 0.662
Ergebnis

Anzahl

eingenommener Student 0.825 51 0.413

Medikamente

Anmerkung. Die Tabelle stellt die Ergebnisse der T-Test-Untersuchungen nach
Student und Mann-Whitney der EinflussgroRen der Stuhlproben auf Unterschiede
zwischen den Gruppen IPS vs. nND dar. Signifikante Ergebnisse sind mit einem Stern
(*) gekennzeichnet. Abkiirzungen. df = Freiheitsgrade

In der Subgruppe ,,IPS vs. nND: Speichelproben wurden 27 IPS-Patient:innen und
36 nND-Patient:innen untersucht. Die Subgruppe war mit einem durchschnittlichen
BMI von 25.6 + 4.9 kg/m? ebenfalls leicht Ubergewichtig. Der aktuelle Alkoholkonsum
wurde im Durchschnitt mit 0.6 £+ 0.5 Punkten angegeben. Der Alkoholkonsum im
letzten halben Jahr lag bei durchschnittlich 1.5 + 1.5 Punkten. Der Parameter
Antibiotikaeinnahme in den letzten 6 Monaten wurde mit durchschnittlich 0.3 + 0.5
Punkten angegeben. Das MNA-Screeningergebnis betrug im Durchschnitt 11.3 + 2.2
Punkte. Durchschnittlich nahmen die Patient:innen der Subgruppe ,IPS vs. nND:
Speichelproben“ 6 + 4 Medikamente pro Tag zu sich. Bis auf den Parameter Alter
zeigten die aufgeflhrten einflussnehmenden Faktoren der Subgruppe keinen
signifikanten Unterschied zwischen den IPS- und nND-Patient.innnen. Im Mann-

Whitney-U-Test zeigte sich, dass das Alter der IPS-Patient:innen (Median = 77)
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signifikant niedriger wars als das der nND-Patient:innen (Median = 80) war: U = 672,
p = 0.005. Die biseriale Rangkorrelation von 0.4 weist auf einen mittelstarken Effekt
des Altersunterschieds hin. Weitere Informationen zu den einflussnehmenden
Faktoren der Subgruppe ,IPS vs. nND: Speichelproben® konnen der Tabelle 3 und

Anhang 3 entnommen werden.

Tabelle 3:
Einflussfaktoren der Gruppe Speichelproben: IPS vs. nND

Einflussfaktoren -

Speichelproben: IPS Test T-/U-Werte df p-Wert
vs. nND

Geschlecht Mann-Whitney 581 - 0.077

Alter Mann-Whitney 672 - 0.005*
BMI Student -0.168 47 0.867

Alkoholkonsum Mann-Whitney 262.5 - 0.264

Alkoholkonsum im

letzten Jahr Mann-Whitney 137 - 0.740
Antibiotikaeinnahme

in den letzten 6 Mann-Whitney 184 - 0.241
Monaten

Obstipation Mann-Whitney 49.5 - <.001
Diarrhoe Mann-Whitney 152.5 - 0.957
wochentliche Mann-Whitney 170.5 - 0.419
Stuhlgadnge

MNA: _ Mann-Whitney 261 ] 0.587
Screeningergebnis

Anzahl

eingenommener Student -0.181 51 0.857

Medikamente

Anmerkung. Die Tabelle stellt die Ergebnisse der T-Test-Untersuchungen nach
Student und Mann-Whitney der EinflussgroRen der Speichelproben auf Unterschiede
zwischen den Gruppen IPS vs. nND dar. Signifikante Ergebnisse sind mit einem Stern
(*) gekennzeichnet. Abkirzungen. df = Freiheitsgrade

Die einflussnehmenden Faktoren der Subgruppe ,,Stuhl- vs. Speichelproben®, die
zur Beantwortung der Hypothese 2 gebildet wurde, werden im Folgenden beschrieben.
Die Patient:innen der Subgruppe hatten einen durchschnittichen BMI von 25.6 + 5
kg/m? und waren somit ebenfalls leicht Gbergewichtig. Der aktuelle Alkoholkonsum
wurde im Durchschnitt mit 0.5 £ 0.5 Punkten angegeben. Der Alkoholkonsum im
letzten halben Jahr lag bei durchschnittlich 1.5 + 1.5 Punkten. Der Parameter der
Antibiotikaeinnahme in den letzten 6 Monaten betrug 0.3 + 0.5 Punkte. Fur die

Parameter der Stuhleigenschaften zeigte sich die Obstipation mit einem Durchschnitt
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von 0.9 + 0.9 Punkten, die Diarrh6e mit einem Durchschnitt von 0.2 £ 0.6 Punkten und
die Anzahl der wéchentlichen Stuhigange mit einem Durchschnitt von 6 + 3 pro Woche.
Das MNA-Screeningergebnis betrug im Durchschnitt 10.9 % 2.4 Punkte.
Durchschnittlich nahmen die Patient:innen 5 £ 4 Medikamente pro Tag zu sich. Weitere
Informationen zu den einflussnehmenden Faktoren der Subgruppe ,Stuhl- vs.

Speichelproben“ kdnnen dem Anhang 1 enthommen werden.

3.3 Stuhl- vs. Speichelproben (Hypothese 1)

Zur Beurteilung der Hypothese 1 (Vergleich der Stuhl- und Speichelproben) wurde
zunachst die Beta-Diversitat mit dem Abstandsmald nach Bray-Curtis berechnet. Flr
die Subgruppe ,,Stuhl- vs. Speichelproben“ wurde, wie in Kapitel 2.3.2.2
beschrieben, eine Ordinationsgrafik der NMDS erstellt. Diese ist in Abbildung 8 zu
sehen, in welcher die Speichelproben rot und die Stuhlproben blau dargestellt sind.
Jeder Punkt stellt eine Probe der 73 Patient:innen dar. Nach visueller Prifung fiel die
als Speichelprobe der COKI30108 kodierte Probe auf. Diese wurde als visueller
AusreiRer mit grofer drei Standardabweichungen vom Mittelwert erkannt und
zusammen mit der korrespondierenden Stuhlprobe von COKI30108 flur die weiteren
Analysen entfernt. Daraufhin erfolgte eine PERMANOVA zur Darstellung der
statistischen Signifikanz. Hier zeigte sich sowohl auf Gattungsebene (F = 211.8, Rz =
0.6, p=0.001, FDR = 0.001) als auch auf Speziesebene (F =175, R2= 0.5, p = 0.001,
FDR = 0.001) ein signifikanter Unterschied der Beta-Diversitat zwischen den Stuhl-
und Speichelproben. Das aufgeflihrte Bestimmtheitsmal? (R?) weist darauf hin, dass >
50% der Variation in den Daten durch die Gruppenzugehdrigkeit Stuhl- vs.

Speichelproben erklart wurde.
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Abbildung 8:
Beta-Diversitdt nach Bray-Curtis von Stuhl- und Speichelproben auf

Gattungsebene (links) und Speziesebene (rechts)

Probenart Probenart

NMDS2

Speichelprobe
Stunjprobe

NMDS2

Speichelprobe
Stuhjprobe

-10 05

NMDS1 NMDS1

Anmerkungen. Die Ergebnisse der Beta-Diversitat nach Bray-Curtis von ,Stuhl- vs.
Speichelproben® wurden auf Gattungsebene (links) und auf Speziesebene (rechts) in
einer NMDS-Ordinationsgrafik visuell dargestellt.

Abklirzung. NMDS = Nicht-metrische MultiDimensionale Skalierungen

Zur genaueren Differenzierung des Unterschieds zwischen den beiden Probenarten
wurden die unterschiedlichen Abundanzen der Taxa betrachtet. Hier konnte auf
Phylumebene vor allem ein Unterschied in der relativen Abundanz der Firmicutes und
Bacteroidetes festgestellt werden. Firmicutes und Bacteroidetes waren in den
Stuhlproben dominierend, wohingegen Bacteroidetes in den Speichelproben nur eine

untergeordnete Rolle spielten. Dies ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9:
Relative Abundanz der bakteriellen Phyla zwischen den Probenarten Stuhl-

vs. Speichelproben

Speichelproben

Relative Abundanz

Firmicutes Fusobacteria Verrucomicrobia P__Lentisphaerae Others

Spirochaetes Not_Assigned

Phyla

Proteobacteria Patescibacteria P__Deinococcus_Thermus

P

Bacteroidetes P__Tenericutes
P__Cyanobacteria
P

v UV U 0
YV U v O

Actinobacteria Epsilonbacteraeota Synergistetes P__Chloroflexi

Anmerkung. Abgebildet ist die relative Abundanz der bakteriellen Phyla in einem
gestapeltem Balkendiagramm. Auf der x-Achse sind die Proben der Patient:innen aus
der Gruppe Stuhl- vs. Speichelproben zu sehen, auf der y-Achse die relative Abundanz
der Mikrobiota.

Dies konnte bei einer Random-Forest-Analyse (siehe Abbildung 10) und einer EdgeR-
Analyse (siehe Tabelle 4) bestatigt werden. Unter den Taxa, welche den groften
Unterschied zwischen den Stuhl- und Speichelproben aufwiesen, waren bei der
Random-Forest-Analyse Bacteroidetes auf dem ersten Platz. Hier zeigte sich ein
solches vermehrtes Aufkommen von Bacteroidetes unter den Stuhlproben mit einem
MDA von 0.17 und einem out-of-bag (OOB)-Fehler von nur 2%. Actinobacteria, welche
auf Platz zwei der wichtigsten Taxa in der Random-Forest-Analyse zur Unterscheidung
zwischen Stuhl- und Speichelproben aufgeflhrt waren, waren bei den Stuhlproben im
Vergleich zu den Speichelproben seltener. Fusobacteria und Patescibacteria kamen
bei den Stuhlproben im Vergleich zu den Speichelproben ebenfalls seltener vor.

Verrucomicrobiota kamen bei den Stuhlproben hingegen gehauft vor.
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Abbildung 10:

Random-Forest-Analyse der Stuhl- vs. Speichelproben
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Anmerkung. Abgebildet sind die Ergebnisse der Random-Forest-Analyse der Stuhl- vs
Speichelproben auf Phylumebene. Angegeben sind die Ergebnisse entsprechend der
MeanDecreaseAccuracy und welche der Mikrobiota haufiger (rot), bzw. seltener (blau)
bei den Stuhlproben vorkommen.

All diese funf in der Random-Forest-Analyse wichtigen Taxa zur Unterscheidung der
Stuhl- und Speichelproben konnten bei der EdgeR-Analyse wiedergefunden werden.
Hier wurden noch weitere Taxa identifiziert, die signifikant unterschiedlich vorkamen.
Zu diesen zahlen: Spirochaetes, Epsilonbacteraeota, Lentisphaerae, Tenericutes,

Deinococcus-Thermus, Synergistetes und Cyanobacteria.
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Tabelle 4:
Ergebnisse der EdgeR-Analyse der Stuhl- vs. Speichelproben

Gattungen p-Werte LFC logCPM FDR

P_Patescibacteria 3.125e%2 -5.788 11.245 5.312¢e®"
P_Spirochaetes 6.869¢° -6.5841 11.639 5.839¢%°
P_Verrucomicrobia 2.291e”7 7.7845 12.368 1.298e6
P_Bacteroidetes 5.728¢33 2.3475 18.678 2.434e32
P_Epsilonbacteraeota 1.203e -4.3607 12.006 4.091e*
P_Lentisphaerae 3.211e%2 5.0633 9.5744 9.098e32
P_Actinobacteria 1.616e -3.1577 16.001 3.925¢%0
P_Tenericutes 1.301e™® 4.2359 12.354 2.457¢8
P_Fusobacteria 5.690e " -3.4838 14.524 9.674e "3
P_Deinococcus-Thermus 5.198e12 -2.9343 8.3635 8.034e?
P_Synergistetes 2.924e° 1.8252 11.0 4.143e°
P_Cyanobacteria 1.181e* -1.9405 13.384 1.545¢*

Anmerkung. Die Tabelle stellt die Ergebnisse der durchgefihrten EdgeR-Analyse der
Stuhl- vs. Speichelproben auf Phylumebene dar. Aufgelistet sind Mikrobiota, welche
signifikant (mit einem auf multiples Testen adjustierten alpha von 0.01) unterschiedlich
in den Probearten vorkommen. Die Ergebnisse sind anhand der p-Werte sortiert, mit
entsprechenden LFC-Werten.

Abkiirzungen. FDR = False Discovery Rate, LFC = Log Fold Change, logCPM = log
Counts Per Million, P_ = Phylum

3.4 IPS vs. nND (Hypothese 2)
3.41 Alpha-Diversitat (2a)

Die Alpha-Diversitat wurde durch die sechs zuvor genannten Metriken Richness,
Chao1-Index, ACE, Pielou’s Evenness, Shannon-Index und Simpson-Index
abgebildet. Im Folgenden werden die Subgruppen ,IPS vs. nND: Stuhlproben® und
,IPS vs. nND: Speichelproben® in Hinblick auf die Alpha-Diversitat untersucht.

Von den sechs Alpha-Diversitatsmetriken der Subgruppe ,IPS vs. nND: Stuhlproben®
lagen sowohl auf Gattungs- als auch auf Speziesebene die Richness, der Chao1-Index
und der ACE normalverteilt vor. Die Pielou’s Evenness lag nach Shapiro-Wilk auf
Gattungsebene normalverteilt und auf Speziesebene nicht-normalverteilt vor. Der

Shannon- und Simpson-Index lagen auf beiden Ebenen nicht-normalverteilt vor. Die
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durchschnittliche Richness betrug 69 + 21 Gattungen und 92 + 25 Spezies. Der
durchschnittliche ACE betrug auf Gattungsebene 3.5 + 0.6 und auf Speziesebene 3.9
1 0.6. Die Pielou’s Evenness nahm auf Gattungsebene durchschnittlich Werte von 0.6
+ 0.1 und auf Speziesebene Werte von 0.7 £ 0.1 an. Der Shannon-Index lag auf
Gattungsebene im Mittel bei 2.7 + 0.4 und auf Speziesebene bei 3.2 + 0.5. Der
Simpson-Index lag im Durchschnitt auf Gattungsebene bei 0.9 + 0.1 und auf
Speziesebene bei 0.9 £ 0.1.

Die Ergebnisse der anschlieRenden T-Test Analysen der Alpha-Diversitatsmetriken
auf Gattungs- und Speziesebene werden nun vorgestellt und sind in Tabelle 5
zusammengefasst. Hierbei zeigten sich vor allem signifikante Unterschiede zwischen
IPS- und nND-Patient:innen bei der Pielou’s Evenness, und das sowohl auf Gattungs-
als auch auf Speziesebene. Der Mann-Whitney-U-Test ergab mit p = 0.017 auf
Gattungsebene einen Rangsummenwert von U =446 . Auf Speziesebene ergab der
Mann-Whitney-U-Test mit p = 0.043 einen Rangsummenwert von U = 424. Aul3erdem
konnte auf Speziesebene ein signifikant verringerter ACE mit p = 0.031 und einem T-
Wert von 1.912 bei 50 Freiheitsgraden beobachtet werden. Diesem statistischen Trend
folgend zeigten sich auch verringerte Werte fur die Gruppe IPS des Shannon-Index
auf Speziesebene mit p = 0.059 und einen Rangsummenwert von U = 346. Auch auf
Gattungsebene zeigten hinsichtlich der Trennung zwischen IPS und nND der
Shannon-Index (U = 416, p = 0.061), wie auch der Simpson-Index (U =415, p =0.073)
einem statistischen Trend folgend verringerte Werte. In Abbildung 11 sind die

Ergebnisse der signifikanten Untersuchungen dargestellt.
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Tabelle 5:

Unterschiede in der Alpha-Diversitét der Stuhlproben: IPS vs. nND auf Gattungs- und
Speziesebene

Alpha-Diversitats- Test T/U T/U p p
metriken Gattungs-  Spezies- Gattungs- Spezies-
ebene ebene ebene ebene
Richness Student's T 0.509 0.846 0.307 0.201
Chao1-Index Student's T 0.509 0.846 0.307 0.201

Abundance-based- Student's T

Coverage-Estimator 1.263 1912 0106 il
Pielou’s Evenness WM?nneny- U 446 424 0.017 0.043
Shannon-Index er\]/:?nneng U 415 416 0.061 0.059
Simpson-Index Wl;]/:’?nneny- U 428 415 0.073 0.122

Anmerkung. Ergebnisse der Student/Mann-Whitney T-Test Untersuchungen der
Alpha-Diversitatsmetriken der Stuhlproben auf Gattungs- und Speziesebene.
Abkirzungen. T = T-Wert; U = Rangsummenwert; p = p-Wert

Abbildung 11:
Signifikante T-Test Analysen der Stuhlproben: IPS vs. nND der Pielou’s

Evenness und des ACE
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Anmerkung. Regenbogen-Plots der Pielou’s Evenness auf Gattungs- (links) und
Speziesebene (Mitte) und des Abundance-based-Coverage-Estimators auf
Speziesebene (rechts). IPS-Pateint:innen sind rot dargestellt, nND-Patient:innen sind
grun dargestellt.

Abkirzungen. |IPS = Patient:innen mit idiopathischem Parkinson-Syndrom; nND =
nicht-neurodegenerativ erkrankte Patient:innen; ACE = Abundance-based-Coverage-
Estimator.
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Nun werden die Ergebnisse der Korrelationen und T-Tests der einflussnehmenden
Grollen auf die signifikant unterschiedlichen Alpha-Diversitatsindizes (Pielou’s
Evenness (Gattungs- und Speziesebene) und ACE (Speziesebene)) vorgestellt.

Die daraufhin gerechneten Korrelationen zeigten fur die Pielou’s Evenness auf
Gattungsebene keine signifikanten ordinal und metrisch skalierten Einflussgrof3en. Im
T-Test nach Mann-Whitney zeigte die Einflussgrofle Geschlecht einen signifikanten
Unterschied bei der Pielou’s Evenness: U = 463, p = 0.019. Eine ANCOVA-Analyse
wurde durchgefuhrt, um potentielle Unterschiede in der Pielou’s Evenness auf
Gattungsebene (siehe Tabelle 6) zwischen den beiden Gruppen zu untersuchen,
wobei der Einfluss von IPS vs. nND als Gruppenfaktor und das Geschlecht als
Kovariable kontrolliert wurde. Die Mittelwerte und Standardabweichungen fur Pielou’s
Evenness zeigten sich in der Gruppe nND mit M = 0.653, SD = 0.056, N = 32 und in
der Gruppe IPS mit M =0.610, SD = 0.077, N = 20.

Die ANCOVA-Ergebnisse zeigten einen signifikanten Haupteffekt fir IPS vs. nND (F(1,
49) = 5.630, p = 0.022, n? = 0.096) und einen signifikanten Effekt fir das Geschlecht
(F(1, 49) = 4.088, p = 0.049, n? = 0.070). Die Residuen wurden nicht signifikant
beeinflusst (Summe der Quadratmittel = 0.195, df = 49, mittlere Quadratsumme =
0.004).

Tabelle 6:
ANCOVA der Pielou’s Evenness der Stuhlproben: IPS vs. nND auf

Gattungsebene

Parameter Summe der df Durschnitt der F p- n?
Quadrate Quadrate Werte

IPS vs. nND 0.022 1 0.022 5630 0.022 0.096

Geschlecht 0.016 1 0.016 4.088 0.049 0.070

Residuen 0.195 49 0.004 - - -

Anmerkung. Die Tabelle beinhaltet die Ergebnisse der Kovarianzanalysen (ANCOVA)
der Pielou’s Evenness auf Gattungsebene mit IPS vs. nND als Gruppenfaktor. Das
Geschlecht, welches sich zuvor im T-Test als signifikant unterschiedlich dargestellt
hatte, flie3t als Kovariable in die ANCOVA mit ein. Abkirzungen. df = Freiheitsgrade;
F = F-Statistik; n? = Eta-Quadrat

Nun wurde die Pielou’s Evenness auf Speziesebene betrachtet. Hier konnten sich in
den Korrelationen und T-Tests keine signifikanten einflussnehmenden Gréflien
identifizieren lassen. Daher wurde auch im Anschluss keine ANCOVA gerechnet.

Als nachstes wurde der ACE auf Speziesebene betrachtet. Von den betrachteten

EinflussgrofRen korrelierte der BMI signifikant mit dem ACE (r = 0.301, p = 0.038). Im
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T-Test zeigte der Alkoholkonsum als Gruppenfaktor einen signifikanten Unterschied
des ACE zwischen IPS- und nND-Patient:innen (t(47) = 2.44, p = 0.019). Nachfolgend
wurde eine ANCOVA berechnet, bei der der ACE auf Speziesebene als abhangige
Variable, IPS vs. nND als Gruppenfaktor und BMI und Alkoholkonsum als Kovariablen
betrachtet wurden (siehe Tabelle 7). Die Mittelwerte und Standardabweichungen fur
diese ANCOVA zeigten sich, wie folgt: in der Gruppe nND mit M = 4.032, SD = 0.558,
N = 30 und in der Gruppe IPS mit M = 3.636, SD = 0.593, N = 16. Es zeigte sich kein
signifikanter Haupteffekt fur IPS vs. nND (F(1, 42) = 2.268, p = 0.140, n®>=0.045). Auch
fur die Kovariablen zeigte sich kein signifikanter Einfluss durch den BMI (F(1, 42) =
2.554, p =0.117, n? = 0.050) oder den Alkoholkonsum (F(1, 42) = 4.077, p = 0.050, n?
= 0.080). Die Residuen wurden nicht signifikant beeinflusst (Summe der Quadratmittel
=12.398, df = 42, mittlere Quadratsumme = 0.295).

Tabelle 7:
ANCOVA des ACE der Stuhlproben: IPS vs. nND auf Speziesebene

Parameter Summe der df Durschnitt der F p-Werte n?
Quadrate Quadrate

IPS vs. nND 0.669 1 0.669 2.268 0.140 0.045

BMI 0.754 1 0.754 2.554 0.117 0.050

Alkoholkonsum 1.203 1 1.203 4.077 0.050 0.080

Residuen 12.398 42 0.295 - - -

Anmerkung. Die Tabelle beinhaltet die Ergebnisse der Kovarianzanlysen (ANCOVA)
des Abundace-based-Coverage-Estimators (ACE) auf Speziesebene mit IPS vs. nND
als Gruppenfaktor. Der BMI, welcher zuvor signifikant mit dem ACE korrelierte, flief3t
als Kovariable in die ANCOVA mit ein. Ebenso der Alkoholkonsum, welcher sich zuvor
zwischen den Gruppen IPS vs. nND im T-Test als signifikant unterschiedlich
dargestellt hatte.

Abkirzungen. df = Freiheitsgrade; F = F-Statistik; n? = Eta-Quadrat

In der Subgruppe ,IPS vs. nND: Speichelproben“ lagen von den sechs Alpha-
Diversitatsmetriken die Parameter Richness, Chao1-Index, Pielou’s Evenness und
Shannon-Index auf Gattungs- und Speziesebene nach Shapiro-Wilk normalverteilt vor.
Der ACE und der Simpson-Index lagen nicht normalverteilt vor. Die durchschnittliche
Richness betrug 66 + 18 Gattungen und 101 + 28 Spezies. Der durchschnittliche ACE
betrug auf Gattungsebene 3.5 + 0.7 und auf Speziesebene 4.1 + 0.9. Die Pielou’s
Evenness betrug durchschnittlich 0.7 £ 0.1 auf Gattungsebene und 0.7 £ 0.1 auf
Speziesebene. Der Shannon-Index lag auf Gattungsebene im Mittel bei 2.7 + 0.4 und
auf Speziesebene bei 3.2 + 0.4. Der Simpson-Index lag im Durchschnitt auf

Gattungsebene bei 0.9 + 0.1 und auf Speziesebene bei 0.9 * 0.
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In den Alpha-Diversitatsmetriken zeigten sich in den durchgefuhrten T-Tests keine
signifikanten Unterschiede bei den Speichelproben im Hinblick auf die Unterteilung IPS

vs. nND. Dies galt sowohl auf Gattungsebene als auch auf Speziesebene.

3.4.2 Beta-Diversitat (2b)

Die Beta-Diversitat zwischen den Gruppen IPS und nND wurde erneut sowohl anhand
der Stuhl- als auch der Speichelproben berechnet. Als Abstandsmetrik wurde bei allen
Rechnungen der Bray-Curtis-Index verwendet.

Die in der Gruppe ,,IPS vs. nND: Stuhlproben® zunachst durchgefuhrte NMDS ist als
Ordinationsgrafik in Abbildung 12 dargestellt. Hier sind IPS-Stuhlproben blau und nND-
Stuhlproben rot dargestellt. Nach visueller Prifung erfolgte die statistische Prifung der
NMDS auf Signifikanz. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde eine
PERMANOVA gerechnet. Diese ergab sowohl auf Gattungsebene (F = 1.325, p =
0.195) als auch auf Speziesebene (F = 1.504, p = 0.107) keinen signifikanten

Unterschied.

Abbildung 12:
Beta-Diversitéat nach Bray-Curtis von ,IPS vs. nND: Stuhlproben" auf

Gattungs- und Speziesebene

NMDS2
NMDS2

0.0 0o
NMDS1 NMDS1

Anmerkung. Die Ergebnisse der Beta-Diversitat nach Bray-Curtis von ,IPS vs. nND:
Stuhlproben® wurden auf Gattungsebene (links) und auf Speziesebene (rechts) in einer
NMDS-Ordinationsgrafik visuell dargestellt. Die IPS-Patient:innen sind blau und die
nND-Patient:innen rot dargestellt.

Abkirzungen. |IPS = Patient:innen mit idiopathischem Parkinson-Syndrom; nND =
nicht-neurodegenerativ erkrankte Patient:innen
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Ahnlich wurde fiir die Gruppe ,,IPS vs. nND: Speichelproben* verfahren. Nachdem
die Beat-Diversitat zwischen den Gruppen IPS und nND in Form einer
Ordinationsgrafik (siehe Abbildung 13) erstellt wurde, erfolgte die statistische Prifung
der Ergebnisse auf signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Auch hier
zeigten die Ergebnisse der gerechneten PERMANOVA keinen signifikanten
Unterschied, weder auf Gattungsebene (F = 0.324, p = 0.929) noch auf Speziesebene
(F=1.011, p=0.415).

Abbildung 13:

Beta-Diversitdt nach Bray-Curtis von ,IPS vs. nND: Speichelproben® auf

Gattung- und Speziesebene
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Anmerkung. Die Ergebnisse der Beta-Diversitat nach Bray Curtis von ,IPS vs. nND:
Speichelproben“ wurden auf Gattungsebene (links) und auf Speziesebene (rechts) in
einer NMDS-Ordinationsgrafik visuell dargestellt. Die IPS-Patient:innen sind blau und
die nND-Patient:innen rot dargestellt.

Abkiirzungen. IPS = Patient:innen mit idiopathischem Parkinson-Syndrom; nND =
nicht-neurodegenerativ erkrankte Patient:innen

3.4.3 Random-Forest-Analyse (2c)

Die Analysen des Random-Forst-Algorithmus wurden ebenfalls anhand der Stuhl- und
Speichelproben durchgefihrt. Durch diesen Algorithmus koénnen Taxa ermittelt
werden, die den groften Einfluss auf die Unterscheidung der zwei Gruppen IPS und
nND haben. Abgebildet sind die funf wichtigsten bakteriellen Familien zur
Unterscheidung IPS vs. nND anhand des MDA. Berechnet wurde die Random-Forest-
Analyse auf Gattungsebene. Das Ergebnis fur die Subgruppe ,,IPS vs. nND:

Stuhlproben ist in Abbildung 14 zu sehen. Der MDA der flnf wichtigsten Familien
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variierte zwischen 0.039 und 0.004. Die zwei wichtigsten Familien bildeten
Lachnospiraceae und Lactobacillaceae. Die Familie der Lachnospiraceae kam in den
Stuhlproben der IPS-Patient:innen seltener vor, wohingegen die Familie der
Lactobacillaceae bei |IPS-Patient:innen haufiger vorkamen. Ebenfalls haufiger
pravalent waren die Familien Erysipelotrichaceae, Family X| (Ordnung Clostridiales)

und Atopobiaceae. Der OOB-Fehler dieser Analyse lag bei 32%.

Abbildung 14:

Random-Forest-Analyse der Stuhlproben auf Familienebene

= (2]
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Family_XI @ [ | | I
seltener
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[ I I I I 1 I
0.005 0.010 0.015 0.020 0.025 0.030 0.035

MeanDecreaseAccuracy

Anmerkung. Abgebildet sind die Ergebnisse der Random-Forest-Analyse der
Stuhlproben auf Familienebene mit dem Faktor IPS vs. nND. Angegeben sind die
Ergebnisse entsprechend der MeanDecreaseAccuracy und welche der
Mikrobiotafamilien haufiger (rot) bzw. seltener (blau) bei den IPS-Patient:innen
vorkommen.

Abkirzungen. |IPS = Patient:innen mit idiopathischem Parkinson-Syndrom; nND =
nicht-neurodegenerativ erkrankte Patient:innen

Das Ergebnis der Random-Forest-Analyse fur die Subgruppe ,,IPS vs. nND:
Speichelproben“ ist in Abbildung 15 zu sehen. Hier zeigten sich die funf wichtigsten
Familien mit einem MDA zwischen 0.020 und 0.002. Den hdéchsten MDA wies die
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Familie der Leptotrichiaceae auf. Diese kamen in den Speichelproben der IPS-
Patient:innen gehauft vor. Platz zwei belegte ein nicht naher klassifiziertes Bakterium.
Auch hier war die Familie der Lactobacillaceae aufgefuhrt, welche bei den IPS-
Patient:innen vermehrt vorkamen. Mit aufgefuhrt waren noch Eggerthellaceae
(seltener bei IPS) und Family_XI der Ordnung Bacillales (haufiger bei IPS). Der OOB-
Fehler fUr diese Analyse lag bei 42%.

Abbildung 15:

Random-Forest-Analyse der Speichelproben auf Familienebene
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Anmerkung. Abgebildet sind die Ergebnisse der Random-Forest-Analyse der
Speichelproben auf Familienebene mit dem Faktor IPS vs. nND. Angegeben sind die
Ergebnisse entsprechend der MeanDecreaseAccuracy und welche der
Mikrobiotafamilien haufiger (rot) bzw. seltener (blau) bei den IPS-Patient:innen
vorkommen.

Abkiirzungen. IPS = Patient:innen mit idiopathischem Parkinson-Syndrom; nND =
nicht-neurodegenerativ erkrankte Patient:innen
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3.44 DESeqg2-Analyse (2c)

Die DESeqg2-Analysen wurden zur Bestimmung von quantitativen Unterschieden der
Abundanz verschiedener bakterieller Familien zwischen IPS- und nND-Patient:innen
durchgefuhrt.

In der Gruppe ,IPS vs. nND: Stuhlproben® mit 53 Patient:innen zeigte sich eine
Familie von den 207 im Datensatz vorhandenen Familien mit einem auf multiples
Testen adjustierten alpha von 0.01 signifikant unterschiedlich zwischen den IPS- und
nND-Patient:innen. Das Ergebnis kann Tabelle 8 enthommen werden. Die Familie der
Lactobacillaceae zeigte sich mit einem positiven LFC von 3.83 und einer Signifikanz

von p = 1.08 e* in der Gruppe der IPS-Patient:innen vermehrt.

Tabelle 8:

Ergebnisse der DESeq2-Analyse der Stuhl- und Speichelproben auf
Familienebene
Probentyp Familie p-Werte LFC logCPM FDR
Stuhlproben F_Lactobacillaceae 1.077e-4 3.8317 0.9894 0.0074
Speichelproben F_Enterobacteriaceae 0.0066 4.7304 1.7432  0.4525

Anmerkung. Die Tabelle stellt das Ergebnis der durchgefuhrten DESeq2-Analyse der
Stuhl- und Speichelproben auf Familienebene dar. Aufgelistet sind die
Mikrobiotafamilie, welche jeweils als einzige signifikant (mit einem auf multiples Testen
adjustierten alpha von 0.01) unterschiedlich in den Gruppen IPS vs. nND der Stuhl-
und Speichelproben vorkamen.

Abkirzungen. F_ = Family, FDR = False Discovery Rate, LFC = Log Fold Change,
logCPM = log Counts Per Million

In der Analyse der Gruppe ,,IPS vs. nND: Speichelproben® mit 63 Patient:innen
zeigte sich eine Familie von den 207 im Datensatz vorhandenen Familien mit einem
auf multiples Testen adjustierten alpha von 0.01 signifikant unterschiedlich zwischen
den beiden Gruppen IPS vs. nND. Die Ergebnisse der DESeq2- Analysen der
Speichelproben kénnen ebenfalls Tabelle 8 entnommen werden. Hier zeigte sich die
Familie der Enterobacteriaceae mit einem LFC von 4.73 und einer Signifikanz von p =

0.007 in den Speichelproben der IPS-Patient:innen vermehrt.
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4 DISKUSSION

In dieser Arbeit wurde in einer norddeutschen Kohorte von stationar behandelten,
geriatrischen multimorbiden Patient:innen untersucht, ob IPS-Patient:innen eine
andere mikrobielle Zusammensetzung von Stuhl- und Speichelproben aufweisen als
nND-Patient:innen. Es konnten in Hinblick auf bestimmte Parameter tatsachlich
Unterschiede in dieser Kohorte detektiert werden. Welche Relevanz diese
Unterschiede auch im Kontext anderer Studien aufweisen, wird in den folgenden
Abschnitten diskutiert.

4.1 Hypothese 1

Zur Verifizierung der Ergebnisse der Stuhl- und Speichelprobenanalysen wurden die
beiden Probenarten zunachst miteinander verglichen. Entsprechend den Erwartungen
konnte hier ein hochsignifikanter Unterschied der Beta-Diversitat nach Bray-Curtis
festgestellt werden. Auch bei Betrachtung der Abundanz der Taxa auf Ordnungsebene
wurde klar, dass sich die Abundanz verschiedener Mikrobiota entsprechend der
Probenentnahmeorte stark voneinander unterscheidet. Dies bestatigt, wie zuvor
berichtet, bestehende wissenschaftliche Erkenntnisse (Huttenhower, 2012).

Hier zeigten sich auf Phylumebene Unterschiede in der Abundanz der zwei grof3en
Mikrobiotaordnungen Firmicutes und Bacteroidetes zwischen den beiden
Probenarten. Wahrend in den Stuhlproben Firmicutes und Bacteroidetes ungefahr
zwei Drittel der relativen Abundanz der bakteriellen Phyla einnahmen, so war in den
Speichelproben nur das Phylum Firmicutes dominierend. Die Bacteroidetes waren im
Vergleich zu den Stuhlproben deutlich weniger abundant und spielten bei den
Speichelproben eine weniger dominante Rolle als bei den Stuhlproben. Dies konnte
anhand der Random-Forest- und EdgeR-Analyse bestatigt werden. Entsprechend der
hohen Variabilitdt zwischen den beiden Probenarten waren noch weitere Phyla
signifikant unterschiedlich stark zwischen den beiden Probeentnahmeorten vertreten.
In der Random-Forest-Analyse zeigten sich auch Actinobacteria und Fusobacteria in
den Speichelproben deutlich haufiger vertreten als in den Stuhlproben. In der EdgeR-
Analyse zeigten sich mit der hdchsten Signifikanz Patescibacteria und Spirochaetes in

den Stuhlproben verringert. Verrucomicrobiota, welche ebenso wie die Patescibacteria
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in der Random-Forest-Analyse vertreten waren, zeigten sich hingegen bei den
Stuhlproben haufiger vertreten.

Die Ergebnisse dieser Studie entsprechen wissenschaftlichen Erkenntnissen Uber die
hohe Variabilitat der Zusammensetzung von Mikrobiota an unterschiedlichen
Probeentnahmeorten. Das Darmmikrobiom scheint von Firmicutes und Bacteroidetes
dominiert zu sein, wohingegen das orale Mikrobiom der Speichelproben deutlich
diverser aufgestellt erscheint (Maki et al., 2021). In einer breit angelegten Metaanalyse
von Maki et al. wurde das Mikrobiom gesunder Erwachsener anhand der
unterschiedlichen Probeentnahmeorten verglichen. Hier zeigten Bacteroidetes in den
Stuhlproben eine relative Abundanz von 50% - 60% und Firmicutes von 30% - 35%.
Andere Phyla nahmen nur ungefahr 10% der restlichen Abundanz ein (Maki et al.,
2021). Speichelproben zeigten sich bei der durchgefuhrten Studie deutlich diverser
(Maki et al., 2021). Hier waren die Firmicutes mit 40% - 43% das dominierende
Phylum, wahrend Bacteroidetes lediglich ungefahr 20% der relativen Abundanz
einnahmen. Andere Phyla wie Proteobacteria, Actinobacteria und Fusobacteria,
gefolgt von anderen Phyla, welche in den Stuhlproben nicht vorkamen (Spirochaetes
und Acidobacteria), nahmen deutlich mehr Raum ein als bei den Stuhlproben (Maki et
al.,, 2021). Dies ist koharent mit den Ergebnissen dieser Studie. Dadurch wird
wiederum die Validitat der folgenden Ergebnisse der Hypothese 2 dieser Arbeit

unterstutzt.

4.2 Hypothese 2

Bei der Untersuchung der Stuhlproben auf Gruppenunterschiede zwischen IPS vs.
nND konnten bei der Betrachtung der Alpha- und Beta-Diversitat bei den meisten
Parametern keine signifikanten Unterschiede herausgearbeitet werden. Lediglich bei
der Pielou’'s Evenness auf Gattungs- uns Speziesebene und dem ACE auf
Speziesebene konnte ein Unterschied detektiert werden. Dies deutet auf eine
Abnahme der GleichmaRigkeit der Verteilung der Mikrobiota in den Stuhlproben hin.
In den daraufhin durchgeflhrten Analysen zur Beurteilung der auf das Mikrobiom
einflussnehmenden Faktoren konnte gezeigt werden, dass die Pielou’s Evenness auf
Gattungsebene neben der Unterteilung zwischen IPS vs. nND auch durch den
einflussnehmenden Faktor Geschlecht signifikant beeinflusst wurde. Auf
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Speziesebene war der Unterschied allein durch den Faktor IPS vs. nND zu erklaren.
Andere einflussnehmende Faktoren hatten keinen Einfluss. Der Unterschied in der
Gruppe IPS vs. nND bei der Betrachtung des ACE konnte unter Einbeziehung der
einflussnehmenden Faktoren nicht erhartet werden. Hier zeigte sich kein signifikanter
Haupteffekt fur IPS vs. nND. Somit scheint nur die Pielou’s Evenness vor allem auf
Speziesebene einen signifikanten Unterschied unter Einbeziehung der
einflussnehmenden Faktoren vorzuweisen.

Bei der Untersuchung der Stuhlproben hinsichtlich Unterschieden in der Abundanz der
Taxa konnte in der Random-Forest-Analyse mit niedrigen MDA-Werten von maximal
0.039 und einem OOB-Fehler von 32% ein vermindertes Vorkommen von
Lachnospiraceae und ein vermehrtes Vorkommen von Lactobacillaceae,
Erysipelotrichaceae, Family XI (Ordnung Clostridiales) und Atopobiaceae in den
Stuhlproben der IPS-Patient:innen festgestellt werden. In der DESeq2-Analyse konnte
allein die Familie der Lactobacillaceae mit einem signifikanten Unterschied zwischen
IPS vs. nND identifiziert werden. Auch hier zeigte sich ein vermehrtes Vorkommen von
Lactobacillaceae in den Stuhlproben der IPS-Patient:innen.

Bei den Speichelproben konnten bei der Betrachtung der Alpha- und Beta-Diversitat
keine Gruppenunterschiede zwischen IPS vs. nND detektiert werden. Unterschiede in
der Abundanz konnten wiederum festgestellt werden. Bei der Random-Forest-Analyse
konnte mit niedrigen MDA-Werten und einem OOB-Fehler von 42% ein vermehrtes
Vorkommen von Leptotrichiaceae, Lactobacillaceae und Family XI (Ordnung
Bacillales) in den Speichelproben der IPS-Patient:innen nachgewiesen werden.
Eggerthellaceae und eine nicht naher klassifizierte Familie wurden hingegen mit einem
verminderten Vorkommen in Verbindung gebracht. Hier fallt auf, dass sowohl bei den
Stuhl- als auch den Speichelproben jeweils die Familie der Lactobacillaceae unter den
funf relevantesten Taxa zur Unterscheidung zwischen IPS vs. nND aufgefihrt waren.
Dabei kam die Familie der Lactobacillaceae bei den IPS-Patient:innen in den Stuhl-
und Speichelproben jeweils vermehrt vor. In der DESeq2-Analyse der Speichelproben
zeigte sich die Familie der Enterobacteriaceae bei IPS-Patient:innen ebenfalls
vermehrt. Uberschneidungen bei den relevanten Familien zwischen den Ergebnissen

der und der DESeq2-Analyse der Speichelproben gab es nicht.
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4.3 Interpretation der Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der durchgefihrten Analysen dieser
spezifischen Kohorte in den wissenschaftlichen Kontext eingeordnet.

Allgemein ist es wichtig zu beachten, dass Vergleiche von durchgefuhrten klinischen
Mikrobiomstudien stets Verzerrungen mit sich bringen, da Geographie,
Lebensgewohnheiten und andere auf das Mikrobiom einflussnehmende Faktoren nicht
ganzlich bei der Interpretation der unterschiedlichen Ergebnisse berucksichtigt werden
konnen (Z.-J. Chen et al., 2021). Daher ist es wichtig, auf Vergleichbarkeit von
Prozessablaufen der Mikrobiotaanalysen wie Probeentnahmeort, Lieferketten,
Primerauswahl und Analyseverfahren zu achten (Boertien et al., 2019; Z.-J. Chen et
al., 2021).

Zunachst wird die Alpha-Diversitat betrachtet. Ob die Alpha-Diversitat ein geeigneter
Parameter zur Untersuchung von Unterschieden in der Mikrobiotazusammensetzung
bei IPS-Patient:innen ist, ist nach wie vor umstritten (Z. Li et al., 2022; Plassais et al.,
2021). In dieser spezifischen Kohorte konnte in der Gesamtheit aller Alpha-
Diversitatsmetriken kein signifikanter Unterschied zwischen IPS-Patient:innen und
nND-Patient:innen gefunden werden. Einzig wiesen die Stuhlproben eine signifikant
verringerte GleichmaRigkeit der Verteilung auf, die sich nicht durch andere
einflussnehmende Faktoren erklaren lie3. Es ist Uberraschend, dass sich in dieser
inhomogenen, geriatrischen, multimorbiden Kohorte ein solcher Diversitatsunterschied
Uberhaupt feststellen lie. Das kdnnte flr einen partiellen Diversitatsunterschied der
Gleichmaligkeit der Verteilung der Mikrobiota flr die Subgruppe IPS vs. nND der
Stuhlproben sprechen. Dies wird anhand der vorliegenden Daten insofern
wahrscheinlicher, als das Shannon- und Simpson-Index, welche neben der Abundanz
auch die GleichmaRigkeit bericksichtigen, jeweils diesem statistischen Trend folgten
(Cryan et al., 2020).

Da auch die Beta-Diversitat keinen signifikanten Unterschied sowohl bei den Stuhl- als
auch bei den Speichelproben feststellen konnte, unterstitzt dies die Aussage, dass in
dieser Kohorte von keinem generellen Diversitatsunterschied zwischen den Gruppen
IPS vs. nND ausgegangen werden kann (Qian et al., 2020).

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Abundanz-Analysen in den
wissenschaftlichen Kontext eingeordnet. Auch wenn die Aussagekraft der Random-

Forest-Analyse schwer beeintrachtigt ist durch die niedrigen MDA-Werte und den
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hohen OOB-Fehler vor allem in den Speichelproben, so sind einige Ergebnisse
Ubereinstimmend mit bestehenden wissenschaftlichen Erkenntnissen.

Zunachst zur Familie der Lachnospiraceae, welche in den Stuhlproben der IPS-
Patient:innen in verringerter Abundanz vorzufinden waren: Lachnospiraceae sind
obligat anaerobe Bakterien und gehoren zum Kernmikrobiom des Darms. Mit
steigendem Alter nimmt die relative Haufigkeit der Lachnospiraceae im
Darmmikrobiom zu (Vacca et al.,, 2020). Sie erfullen eine wichtige Rolle in
Fermentationsprozessen des Darmmikrobioms (Vacca et al., 2020). Aulerdem
besitzen Lachnospiraceae die Fahigkeit, Kohlenhydrate zu verstoffwechseln und
Stoffe wie Acetat und Laktat zu Butyrat und Wasserstoff zu fermentieren (Torres-
Miranda et al., 2022). Wie bereits zuvor erwahnt, spielen SCFAs wie Butyrat, Acetat
und Propionat eine groRe Rolle im Darmmikrobiom und insbesondere auch fur die
humane Gesundheit (Engels et al., 2016). Lachnospiraceae gelten als eine der
Hauptproduzenten von SCFAs und sind essentielle Mikrobiota flir das metabolische
Gleichgewicht im Darm (Torres-Miranda et al., 2022; Vacca et al., 2020).
Ungleichgewicht in der Abundanz von Lachnospiraceae konnte in zahlreichen Studien
mit metabolischen Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes Mellitus Typ 1 und 2,
Lebererkrankungen, chronisch entzundlichen Darmerkrankungen, aber auch
neurodegenerativen Erkrankungen wie IPS in Verbindung gebracht werden (Vacca et
al., 2020).

In mehreren Metaanalysen konnte im Darmmikrobiom von IPS-Patientiinnen eine
Reduktion von SCFAs produzierenden Lachnospiraceae festgestellt werden (Proano
et al., 2023; Romano et al., 2021; T. Shen et al., 2021). Dies stimmt mit dem Ergebnis
dieser Studie Uberein. Es ist jedoch wichtig zu betonen, dass eine Reduktion von
SCFAs nicht spezifisch fur IPS ist, sondern generell im Rahmen entzundlicher
Erkrankungen vorkommen kann (Wallen et al., 2020). Dies koénnte auch dafir
sprechen, dass eine Reduktion von SCFAs eher eine Folge aus der Erkrankung und
weniger eine Ursache flr die Entstehung von IPS ist (Hill-Burns et al., 2017).

Auch die Familie der Erysipelotrichaceae scheint mit IPS assoziiert zu sein. In dieser
Studie war die Familie der Erysipelotrichaceae in der Darmmikrobiota von IPS-
Patient:innen vermehrt vertreten. Erysipelotrichaceae sind gram-positive Bakterien
und scheinen mit dem Auftreten metabolischer Stérungen wie der nichtalkoholischen
Steatohepatitis und dem Auftreten chronisch entzindlicher Darmerkrankungen

assoziiert zu sein (Carter et al., 2021; Kaakoush, 2015). In einer Tierstudie an IPS-
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Mausen konnte eine erhohte Abundanz an Erysipelotrichaceae im Zusammenhang mit
einer fortschreitenden Symptomatik entdeckt werden (Lai et al., 2018). Auch im
Mikrobiom von IPS-Patient:innen konnte die Familie der Erysipelotrichaceae vermehrt
nachgewiesen werden (C. Li et al., 2019).

Im Folgenden wird die Familie der Lactobacillaceae im Zusammenhang mit IPS
betrachtet. Dies ist eine weitere bakterielle Familie, bei der in zahlreichen
Metaanalysen von einer starken Assoziation mit IPS ausgegangen wird (Boertien et
al., 2019; Z.-J. Chen et al., 2021; Haikal et al., 2019; Hill-Burns et al., 2017; Z. Li et al.,
2023; Romano et al., 2021). Lactobacillaceae waren in dieser spezifischen Kohorte bei
den IPS-Patient:innen sowohl in den Stuhl- als auch in den Speichelproben von
héherer Abundanz. In dieser Studie kann vor allem von einer signifikanten Erhéhung
der Lactobacillaceae bei IPS-Patient:innen im Darmmikrobiom ausgegangen werden,
da diese sowohl bei der Random-Forest-Analyse aufgefuhrt, als auch bei der DESeq2-
Analyse als einzige Familie signifikant erhoht waren.

Die Familie der Lactobacillaceae gehort zum Phylum der Firmicutes und bildet die
Familie der Milchsaurebakterien. Diese umfassen die Gattung Lactobacillus.
Milchsaurebakterien sind gram-positive, nicht bewegliche, nicht-sporenbildende
Mikroorganismen, welche fakultativ anaerob beziehungsweise aerotolerant und
Katalase negativ sind (Engelhardt, 2018). Sie sind in der Lage, Kohlenhydrate in
Milchsaure sowie Ethanol und Acetat zu fermentieren (Engelhardt, 2018). Sie kommen
in bis zu 5000 verschiedenen Lebensmitteln vor und sind Bestandteil von den meisten
Probiotika (Engelhardt, 2018).

Die Familie der Lactobacillaceae und insbesondere die Gattung Lactobacillus konnte
in zahlreichen Studien in den Stuhlproben von IPS-Patient:innen in einer vermehrten
Abundanz festgestellt werden. Milchsaurebakterien gelten allgemein als der
menschlichen Gesundheit dienliche Bakterien (Z. Li et al., 2023). So konnte in Studien
nachgewiesen werden, dass nach Einnahme von Probiotika mit Milchsaurebakterien
Symptome des IPS, wie motorische Funktionen und Verstopfung verbessert werden
konnten (Fang, 2019). Dies steht in gewisser Weise im Widerspruch zu den erhdhten
Lactobacillaceae Abundanzen in den Stuhlproben von IPS-Patient:innen. Hierfur gibt
es unterschiedliche Erklarungsansatze. Zum einen fanden Studien heraus, dass die
Lactobacillaceae Abundanz mit erhohten Entzindungsmarkern wie
Neutrophilenanteil, Monozytenanteil und Monozytenanzahl im Blut signifikant

korrelierten. Aulierdem spielen Lactobacillaceae neben der Fermentation von
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Kohlenhydraten auch eine Rolle in der Verstoffwechslung von COMT-Hemmern,
welche in der IPS-Therapie haufig eingesetzt werden (Barichella et al., 2019; Hill-
Burns et al., 2017; Weis et al., 2019).

Ahnlich wie bei der Theorie um die SCFAs ist hier noch nicht klar, ob die erhéhte
Abundanz von Lactobacillaceae durch proinflammatorische Wirkung im
Gastrointestinaltrakt Einfluss auf die Entstehung von IPS hat oder Ergebnis der
Einnahme von IPS-Medikamenten wie COMT-Hemmern ist (Z. Li et al., 2023) .
Zahlreiche Studien beschaftigen sich mit erhéhten Lactobacillaceae-Abundanzen im
Darmmikrobiom. Weniger ist jedoch Uber erhohte Abundanzen von Lactobacillaceae
in Speichelproben aus der Mundhdhle bekannt. Wahrend einige Studien keinen
Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen IPS und mikrobiellen Veranderungen der
Mundhdhle feststellen konnten (Yay et al., 2024), so fanden andere Studien ahnliche
mikrobielle Veranderungen in den Speichelproben wie in den Stuhlproben von IPS-
Patient:innen. In einer Studie von Jo et al. (2022) wurde das orale Mikrobiom einer
gesunden Kontrollgruppe mit dem von IPS-Patient:innen verglichen. Hier konnte eine
erhohte Abundanz von Lactobacillus aus der Familie der Lactobacillaceae entdeckt
werden, welche sich vor allem unter den besonders stark erkrankten IPS-Patient:innen
zeigte. Bei der in dieser Arbeit untersuchten Kohorte handelt es sich ebenfalls um IPS-
Patient:innen mit fortgeschrittenen Krankheitsverlaufen, die sich stationar im Rahmen
einer geriatrischen-Komplex-Behandlung eine Verbesserung der IPS-Symptomatik
erhofften. AuRerdem konnte in der Studie von Jo et al. (2022) ein Zusammenhang mit
einer erhohten Lactobacillus-Abundanz in der Mundhdhle und einer vermehrten
Anzahl pathogener Mikrobiota im Darmmikrobiom festgestellt werden. Dies wuirde fur
eine Interaktion zwischen dem Mikrobiom der Mundhohle und dem Mikrobiom des
Darms sprechen. So kénnte bei einer erhéhten Abundanz von Lactobacillaceae im
oralen Mikrobiom die Mikrobiota in grof3erer Zahl in den Darm migrieren und einen
Einfluss auf das dortige Mikrobiom haben. Auch wurde in Studien die Hypothese
aufgestellt, dass Lactobacillus reuterii moglicherweise die Freisetzung von a-Syn Uber
den Nervus vagus ins gastrointestinale Nervensystem erhdhen konnte, indem es die
Frequenz der Aktionspotentiale afferenter Nervenblindel erhoht (Jo et al., 2022). Auch
in anderen Studien konnten vermehrte Abundanzen von Lactobacillus reuterii in IPS-
Patient:innen beobachtet werden, was jeweils mit einer Verschlechterung der
motorischen Leistungsfahigkeit von IPS-Patient:innen korrelierte (Mihaila et al., 2019).

Wie genau Lactobacillaceae einen Einfluss auf die Gesundheit und Lebensqualitat von
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IPS-Patient:innen haben, bleibt jedoch bislang unklar. Es bedarf weiterer Studien, um
die komplexen Zusammenhange von oralem und gastrointestinalem Mikrobiom auf die
Entstehung beziehungsweise Verschlechterung von IPS aufzuklaren. Fest steht, dass
eine vermehrte Abundanz der Mikrobiota aus der Familie der Lactobacillaceae in
zahlreichen Studien, so auch in dieser, mit IPS assoziiert waren und eine Basis fur
weitere Studien bieten kann.

Fur eine vermehrtes Vorkommen von Leptotrichiaceae in Speichelproben von IPS-
Patient:innen gibt es bisher keine wissenschaftlichen Erkenntnisse. Auch fur eine
erhohte Abundanz der Family Xl aus der Ordnung Clostridiales wurden kaum Studien
mit diesem Ergebnis veroffentlicht. Eine Studie zeigte eine Assoziation von einer
vermehrten Abundanz von Family Xl und der Einnahme von Levodopa oder dem
COMT-Hemmer Entacapon (Fan et al., 2022).

In der DESeq2-Analyse zeigte sich noch die Familie der Enterobacteriaceae in den
Speichelproben der IPS-Patient:innen von einer signifikant hoheren Abundanz.
Enterobacteriaceae sind eine Familie aus dem Phylum Proteobacteria und vor allem
im Darmmikrobiom vorzufinden. Es handelt sich um gram-negative, fakultativ
anaerobe Bakterien, die zum Teil pathogene Mikrobiota wie Salmonellen, Shigellen,
Klebsiellen und Escherichia umfasst (Brenner & Farmer, 2015). Es gibt zahlreiche
Studien, die ein erhohtes Vorkommen von Enterobacteriaceae in der Darmmikrobiota
von |IPS-Patient:innen beschreiben (Z.-J. Chen et al., 2021; L. Shen, 2020; Unger et
al., 2020). Einige Studien gehen von einer Korrelation der Schwere der motorischen
Symptomatik mit der Abundanz von Enterobacteriaceae aus (Z.-J. Chen et al., 2021).
Es wird angenommen, dass pathogene Mikrobiota aus der Familie der
Enterobacteriaceae durch vermehrte Expression von LPS die Freisetzung von
Entzindungsmediatoren  verursachen, welche Uber die BBB hinweg
Entzindungsreaktionen im ZNS und damit Neurodegeneration fordern (Caputi &
Giron, 2018; Z.-J. Chen et al., 2021; V. M. Choi et al., 2016; Unger et al., 2020). Ahnlich
wie bei den Lactobacillaceae scheint eine Assoziation zwischen erhohten
Enterobacteriaceae Abundanzen und Medikamenten der IPS-Therapie zu bestehen.
Auch hier scheinen COMT-Hemmer eine zentrale Rolle zu spielen (Z.-J. Chen et al.,
2021; Scheperjans et al., 2015). Somit scheinen im Darmmikrobiom
Enterobacteriaceae aus ungeklarten und unterschiedlichen Griinden mit IPS assoziiert
zu sein. In dieser Studie wurde jedoch eine in der DESeq2-Analyse signifikant erhdhte

Abundanz von Enterobacteriaceae im Mikrobiom der Mundhohle beobachtet. Eine
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solche Erhdhung von Enterobacteriaceae im Mikrobiom der Mundhdhle liel3 sich in
anderen Studien nicht wiederfinden. Ein Erklarungsansatz flr diese vermehrte
Abundanz von Enterobacteriaceae in der Mundhohle von IPS-Patient:innen kénnte
eine geringe Hygiene von IPS-Patient:innen sein. Aufgrund motorischer und kognitiver
Einschrankungen sind suffiziente hygienische MaRnahmen wie Handewaschen oder
Zahnreinigung von IPS-Patientiinnen erschwert und konnten ein vermehrtes
Vorkommen von fakalen Mikrobiota wie Enterobacteriaceae im oralen Mikrobiom
begulnstigen (Batista, 2015; Schwarz et al., 2006).

4.4 Aligemeine Limitationen

Zunachst handelt es sich um eine retrospektive Studie, welche kein eigens fur die
Beantwortung der hier behandelten Hypothesen angelegtes Studienformat besitzt. Auf
die sich daraus ergebenden Limitationen wird im Folgenden eingegangen.

Die Auswahl der Biobanking Patient:innen hing neben den erwahnten allgemeinen
Ein- und Ausschlusskriterien der ComOn-Studie malRgeblich von der Motivation der
Patient:innen ab. Da das ComOn-Basisassessment bereits eine grolde zeitliche,
korperliche und geistige Belastung fur die Patientiinnen darstellte, wollten einige
Patient:innen nicht mehr am zusatzlichen Biobanking teilnehmen. Neben der
Motivation und Bereitschaft zur Teilnahme war auch eine gewisse kognitive
Leistungsfahigkeit der Patient:innen notwendig. Da insbesondere fur die Gewinnung
der Stuhlproben eine zuverlassige Mitarbeit der Patient:innen von Néten war, hat sich
eine Kohorte, ohne definierte zusatzliche Ein- und Ausschlusskriterien gebildet.
Aulierdem kam das strukturelle Problem hinzu, dass Stuhlproben, welche abends oder
nachts abgegeben wurden, nicht vom Studienpersonal, sondern durch Pflegekrafte
entnommen wurden, woraufhin die Stuhlproben zunachst fir max. 24 Stunden bei
Raumtemperatur zwischengelagert wurden. Somit kam es zu deutlichen
Unterschieden in der Zwischenlagerungszeit der Stuhlproben, welcher nicht gesondert
als beeinflussender Parameter erhoben wurde. Dies fuhrte voraussichtlich zu
Unterschieden in der Qualitat der Stuhlproben. Auf3erdem konnte es vorkommen, dass
nicht der erste auf Station abgefuhrte Stuhlgang verwendet wurde, da es gelegentlich

vorkam, dass Patient:innen vergessen hatten den Stuhlgang auf dem eigens hierfur
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bereitgestellten Toilettenstuhl zu verrichten oder aber vergalien, anschliefend
Bescheid zu geben.

Auch bei den Speichelproben kam es zu spezifischen Limitationen. Die in dieser Arbeit
als Speichelproben klassifizierten Proben sind im engeren Sinne keine reinen
Speichelproben, da die Probengewinnung zum Teil auch mit Manipulation von
Mundschleimhaut und Zahnplaques durch die Abstrichtupfer einherging. Dies fihrte
zu einer gewissen Verzerrung und Durchmischung der Proben und zu
Einschrankungen in der Beurteilbarkeit der Ergebnisse.

Aufgrund der grolRen Testbatterie des ComOn-Assessments konnte bei einigen
Patient:innen ein Motivationsverlust verzeichnet werden. Insbesondere beim Ausfullen
der Fragebdgen konnte somit nicht immer mit qualitativ gleichwertigen Angaben
gerechnet werden, zumal einige Fragebdgen von den Patient:innen selbst, also ohne
Abfrage durch das Studienpersonal ausgeflllt wurden. In den eigens fur das
Biobanking konzipierten Fragebdgen wurde unter anderem die Antibiotikaeinnahme in
den letzten sechs Monaten abgefragt. Diese flir die Beurteilung der Mikrobiomdaten
durchaus relevante Einflussgrof3e wurde nicht objektiv nachverfolgt, sondern basierte
auf den Erinnerungen und Aussagen der Patient:innen. Da dieser Faktor nicht auf
aulerste Zuverlassigkeit Uberprift wurde, wurde die Antibiotikaeinnahme in den
letzten sechs Monaten in dieser Studie nicht als hartes Ausschlusskriterium, sondern
als einflussnehmender Faktor in der Analyse der Daten berlcksichtigt. Dies sollte dazu
beitragen, eine noch starkere Verzerrung der Ergebnisse durch fehlende oder
eventuell falsche Angaben durch Patient:innen zu vermeiden.

Zudem sollte noch darauf hingewiesen werden, dass zur Erhebung des gesamten
ComOn-Datensatzes zahlreiche unterschiedliche Untersucher:iinnen mitgearbeitet
haben und trotz einer intensiven und standardisierten Schulung eine gewisse

Variabilitat in der Erhebung der Daten bestehen konnte.

Eine weitere bedeutende Limitation bildet die Stichprobengrofie. Im Vergleich zu
anderen Mikrobiomstudien war die GroRe der untersuchten Subkohorten
insbesondere bei der Analyse der Stuhlproben mit 20 IPS-Patient:innen und 33 nND-
Patient:innen zum einen eher klein und zum anderen recht ungleich verteilt. Dies
kénnte zu Verzerrungen, vor allem in Hinblick auf Ausreil3er, fihren. Hinzu kam, da
nicht von allen Patient:innen Angaben zu jedem Einflussfaktor gemacht wurden,
konnten einige flr das Mikrobiom relevante Einflussgrofen in den Analysen aufgrund

unzureichender Stichprobengréfle nicht verwendet werden. Hierzu zahit
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beispielsweise der Nikotinkonsum. Da dieser einflussnehmende Faktor bei nicht
einmal der Halfte der Patient:innen vorlag, konnte er bei den Datenanalysen nicht
berlcksichtigt werden.

Uber die in diese Arbeit einflieBende Anzahl der Medikamente kodnnte in weiteren
Studien auch qualitative Aspekte der unterschiedlichen Praparate wie beispielsweise
Wirkstoff und Dosierung bericksichtigt werden. So gibt es bereits Studien, die
unterschiedliche Auswirkungen der Einnahme bestimmter Medikamente auf das
Mikrobiom beschreiben konnten. Neben den zuvor erwahnten, in dieser Kohorte haufig
eingenommenen Medikamenten Levodopa und Carbidopa oder Benserazid scheinen
auch weitere, haufig eingenommene Medikamente, wie beispielsweise
Protonenpumpeninhibitoren, das Mikrobiom zu beeinflussen (Z.-J. Chen et al., 2021;
Hill-Burns et al., 2017; Imhann et al., 2016).

Ein weiterer Aspekt, der in der Analyse der Daten nicht bertcksichtigt wurde, ist die
Auspragung des IPS. Weder die Erkrankungsdauer noch das Hoehn & Yahr-Stadium
oder andere Angaben zur Beurteilung der Schwere der Erkrankung wurden
bericksichtigt. Aufgrund der stationaren Behandlungsbedirftigkeit der Patient:innen
ist in dieser Kohorte mit einer tendenziell schweren Beeintrachtigung durch IPS zu
rechnen. Dies ist durch objektivierbare Parameter jedoch nicht bestatigt.

Einige der genannten Limitationen bieten gleichzeitig potentielle Ansatze fir weitere,
auf den Mikrobiomdaten dieser Studie aufbauende Fragestellungen. Wie bereits
erwahnt, zeigten einige Studien einen Zusammenhang zwischen Auspragung der
Erkankungsschwere und Ausmal’ der Mikrobiomveranderung (Jo et al., 2022). Durch
den umfassenden Datensatz der im Rahmen des ComOn-Assessments erhoben
wurde, bestehen viele weitere Moglichkeiten zur Analyse und Interpretation der
Mikrobiomveranderungen. Daten zur motorischen Funktion,
Bioimpendanzmessungen, Blutproben oder kognitive Leistungsfahigkeit (Ergebnisse
des MoCA) kdnnten in weiteren Studien auf Zusammenhange mit den in dieser Studie
entdeckten Mikrobiomveranderungen untersucht werden. Dies konnte weitere
Erkenntnisse Uber das Mikrobiom als Einflussgrofie auf die Auspragung der
Symptomatik von IPS in dieser spezifischen Kohorte und mdglicherweise dariuber
hinaus liefern. Gerade auch Assoziationen zwischen leichter kognitiver
Beeintrachtigung oder Demenz und mikrobiellen Veranderungen konnten in
weiterfuhrenden Studien mit dem vorhandenen Datensatz untersucht werden (Klee et
al., 2024).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Folgende potentiell Mikrobiom-assoziierte Faktoren stehen im Verdacht, einen Einfluss
auf die Entstehung oder Progression des Idiopathischen Parkinson-Syndroms zu
haben: Aszension von alpha-Synuklein-Aggregaten entlang des Nervus vagus,
erhohte intestinale Permeabilitat, Einfluss der short-chain-fatty-acids auf
physiologische Prozesse, proinflammatorische Reaktionen durch Lipopolysaccharide
potentiell pathogener Mikrobiota, Mikrogliazell-Aktivierung im zentralen Nervensystem
sowie direkte Synthese von neuroaktiven Substanzen durch bestimmte Mikrobiota.
Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, ob Diversitats- und Abundanzunterschiede
in der Mikrobiota von Stuhl- und Speichelproben von geriatrischen Patient:innen mit
Idiopathischem Parkinson-Syndrom im Vergleich zu geriatrischen nicht-
neurodegenerativen Patient:innen zu finden sind. Die untersuchte Kohorte setzte sich
aus norddeutschen multimorbiden geriatrischen Patient:innen zusammen, welche
stationar behandelt wurden.

Die Daten wurden im Rahmen der ComOn-Studie erfasst und retrospektiv analysiert.
Aus 93 Studienteilnehmer:innen wurden Subgruppen zur Beantwortung der
Fragestellungen gebildet. Hierfur wurden die Alpha- und Betadiversitat bestimmt,
sowie Random-Forest- und DESeq2/EdgeR-Analysen der Mikrobiota der Stuhl- und
Speichelproben durchgefihrt. Die Ergebnisse wurden auf Auswirkungen durch weitere
das Mikrobiom beeinflussende Faktoren untersucht.

Die Ergebnisse dieser Studie unterstitzen die Annahme, dass eine Interaktion von
Mikrobiom und Neurodegeneration beim Idiopathischen Parkinson-Syndrom uber die
Darm-Hirn-Achse bestehen kdnnte. Wahrend im Hinblick auf die Mikrobiom-Diversitat
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden
konnte, so zeigte sich vor allem ein signifikant vermehrtes Vorkommen von
Lactobacillaceae in der Darmmikrobiota von Patientiinnen mit Idiopathischem
Parkinson-Syndrom. Dies wirde sowohl die Theorie unterstiitzen, dass es unter dem
Einfluss von dopaminerger Parkinsonmedikation zu einer vermehrten Abundanz von
Lactobacillaceae kommt, als auch, dass Lactobacillaceae direkt als ursachlicher
Pathomechanismus die Entstehung von IPS beeinflussen konnten.

Zu weiteren in Studien detektierten Mikrobiomveranderungen beim Idiopathischem
Parkinson-Syndrom zahlen die Reduktion von short-chain-fatty-acids produzierenden

Lachnospiraceae und ein vermehrtes Aufkommen von Enterobacteriaceae, welche
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Lipopolysaccharide produzierende pathogene Mikrobiota umfassen. Diese
Veranderungen konnten auch in der untersuchten Kohorte mit Idiopathischem
Parkinson-Syndrom nachgewiesen werden. Aulierdem legen die Ergebnisse dieser
Studie nahe, dass eine Interaktion zwischen dem Mikrobiom der Mundhdhle und dem
Mikrobiom des Darms besteht.

Wahrend Alpha- und Beta-Diversitat keine geeigneten Marker zur Untersuchung von
Mikrobiomveranderungen mit Idiopathischem Parkinson-Syndrom zu sein scheinen,
lassen sich zwischen der Kohorte mit Idiopathischem Parkinson-Syndrom und der
Kontrollgruppe (nicht-neurodegenerative Patient:innen) Abundanz-Unterschiede
finden, welche bereits in anderen Studien (in zumeist friheren Stadien des
Idiopathischen Parkinson-Syndroms) beschrieben und diskutiert wurden. Dies spricht
fur einen spezifischen Zusammenhang zwischen Mikrobiomveranderungen Uber die
verschiedenen Stadien der Erkrankung hinweg. Es sind weiterfUhrende
Untersuchungen insbesondere mit Einbindung von detaillierten klinischen Parametern
notwendig, um die Mikrobiomzusammensetzung der untersuchten Kohorte noch

besser analysieren und interpretieren zu konnen.
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7 APPENDIX

Anhang 1:
EinflussgréBen der Subgruppe: Stuhl- vs. Speichelproben
Deskriptive
Statistik: Alkoholkonsum Antibiotikaeinnahme Anzahl MNA: Anzahl
EinflussgréBen Geschlecht Alter BMI Alkoholkonsum im letzten in den letzten 6 Obstipation Diarrhoen wochentlicher Sreening- eingenommener
gEfrﬁruppe halben Jahr Monaten Stuhlgédnge Ergebnis Medikamente
tuhl- vs.
Speichelproben
vorhanden 72 I 50 58 35 35 35 36 35 49 55
fehlend ] 1 22 14 37 37 37 36 37 23 17
Mittelwert 0.549  78.113 25613 0.500 1.486 0.314 0.857 0.167 6.343 10.939 5.255
Std. Deviation 0.501 7.656 4.990 0.504 1.463 0.471 0.944 0.561 3.087 2384 4106
Normalverteilung
nach Shapiro- < 001 0516 0.245 < 001 = 001 <.001 < 001 < 001 0.016 0.002 0.006

Wilk (p-Wert)

Anmerkung. Aufgelistet sind die das Mikrobiom beeinflussenden Faktoren in der
Subgruppe Stuhl- vs. Speichelproben.

Anhang 2:
EinflussgréBen in der Subgruppe der Stuhlproben: IPS vs. nND
Deskriptive ET
Statistik: Alkoholkonsum Antibiotikaeinnahme Anzahl MNA: Anzahl
Einflussgrofien Geschlecht Alter BMI Alkoholkonsum im letzten in den letzten 8  Obstipation Diarrhoen wobchentlicher Sreening- eingenommener
der Gruppe halben Jahr Monaten Stuhlgénge Ergebnis Medikamente
Stuhlproben
vorhanden 53 52 49 50 34 35 34 35 34 47 53
fehlend 0 1 4 3 19 18 19 18 19 6 0
Mittelwert 0.5638 78.635 26521 0.540 1.588 0.343 0.941 0.257 5.824 11.191 6.698
Std. Deviation 0.503 7.113 5.566 0.503 1.540 0.482 0.919 0.611 2.886 2213 3.755
Normalverteilung
nach Shapiro- <.001 0.625 0.082 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 0.011 0.004 0.332
Wilk (p-Wert)

Anmerkung. Aufgelistet sind die das Mikrobiom beeinflussenden Faktoren in der
Subgruppe der Stuhlproben: IPS vs. nND

Abkiirzungen. IPS = Patient:innen mit idiopathischem Parkinson-Syndrom; nND =
nicht-neurodegenerativ erkrankte Patient:innen
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Anhang 3:
EinflussgréBen in der Subgruppe der Speichelproben: IPS vs. nND

Deskriptive

Statistik: Alkoholk Antibiotikaeinnahme MNA: Anzahl
Einflussgréfen Geschlecht Alter BMI Alkoholkonsum im ?et:te:r.'JsauhT in den letzten 6 Screening eingenommener
der Gruppe Monaten Ergebnis Medikamente
Speichelproben
vorhanden 63 62 49 50 35 36 48 5
fehlend 0 1 14 13 28 27 15 10
Mittelwert 0.500 78.161 25.578 0.560 1.514 0.333 11.292 6.057
Std. Deviation 0.504 7.953 4.866 0.501 1.541 0.478 2.153 3.805
Normalverteilung
nach Shapiro- <.001 0.006 0.120 <.001 <.001 <.001 0.002 0.160

Wilk (p-Wert)

Anmerkung. Aufgelistet sind die das Mikrobiom beeinflussenden Faktoren in der

Subgruppe der Speichelproben: IPS vs. nND

Abkirzungen. IPS = Patient:innen mit idiopathischem Parkinson-Syndrom; nND =

nicht-neurodegenerativ erkrankte Patient:innen
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